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La enfermedad de Chagas es una parasitosis cuyo agente etiológico es Trypanosoma 
cruzi, protozoario heterogéneo en su genética y comportamiento biológico. Actualmente 
se estima que cerca de 7 millones de personas están infectadas por T. cruzi en todo el 
mundo y numerosos esfuerzos se están realizando para la identificación de moléculas 
involucradas en la interacción parásito-célula huésped. Los amastigotes, estadío 
replicativo de este parásito en el huésped mamífero, pueden infectar diversos tipos 
celulares incluidos los macrófagos y pueden formar nidos de amastigotes que al 
degenerar llevan a la destrucción de la célula huésped y a procesos inflamatorios con la 
consecuente liberación de enzimas parasitarias. 
Los fosfolípidos, principales componentes de las biomembranas, pueden ser 
modificados por la acción de fosfolipasas con generación de lípidos bioactivos que 
pueden actuar como segundos mensajeros y modular la respuesta inmune. 
Hemos demostrado en los diferentes estadíos de T. cruzi, que durante la lisis parasitaria 
se acumulan rápidamente ácidos grasos libres (AGL) y lisofosfolípidos como 
consecuencia de la degradación de lípidos endógenos, sugiriendo la acción de la 
Fosfolipasa A1 (PLA1) de T. cruzi. 
Los macrófagos son células del sistema inmune altamente especializadas y cumplen un 
papel destacado en la inmunidad contra patógenos ya que tienen alta capacidad 
fagocítica y microbicida. En todos los tejidos los macrófagos actúan como centinelas del 
sistema inmune innato, colaborando con el adaptativo frente a estímulos nocivos. Las 
poblaciones de macrófagos se caracterizan por ser las más pleiotrópicas del sistema 
inmune y las señales del microambiente en el que residen estas células determinarán su 
fenotipo: macrófagos clásicamente (M1) o alternativamente (M2) activados. Estas 
células inician la respuesta inmune innata por el reconocimiento de patógenos a través 
de receptores como por ejemplo los receptores de tipo Toll (TLRs) 1, 2, 4 y 6 presentes 
en las membranas celulares que pueden reconocer moléculas con algún componente 
lipídico. El Factor Nuclear-B (NF-B) es un blanco importante en la señalización por 
TLRs ya que actúa como regulador de la expresión de muchas citoquinas y quimiocinas 
con un papel crítico en la respuesta inmune innata, moléculas de adhesión, proteínas de 
fase aguda, cuerpos lipídicos, péptidos antimicrobianos y enzimas inflamatorias como 
óxido nítrico sintetasa inducible y ciclooxigenasa-2 (COX-2). 
El objetivo general de la presente tesis fue estudiar la participación directa de la PLA1 de 
T. cruzi así como la de extractos lipídicos totales de amastigotes de T. cruzi de las cepas 
de comportamiento biológico polar RA y K98 en la inducción de parámetros inflamatorios 
en macrófagos. Se estudió además la participación de los TLRs y la regulación del factor 
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NF-B por el receptor activado por factores de proliferación peroxisomal gamma 
(PPAR). 
En una primera etapa, se realizó la expresión de la PLA1 recombinante de T. cruzi en el 
sistema eucariota baculovirus-células de insecto, que permitió la obtención de la enzima 
activa y con características bioquímicas similares a las de la nativa. Posteriormente, esta 
enzima se utilizó para estimular in vitro macrófagos, determinándose que la PLA1 
recombinante de T. cruzi indujo per se una respuesta pro-inflamatoria. Se determinó 
también que durante el transcurso de la infección murina con las cepas RA y K98 de T. 
cruzi se generaron anticuerpos anti-PLA1, los que podrían contribuir al control de la 
parasitemia.  
Por otra parte, se analizó la composición de los extractos lipídicos totales de amastigotes 
de las cepas mencionadas, que se obtuvieron por extracción directa desde parásitos 
lisados (RA, K98) o desde parásitos lisados e incubados (18 h, 37ºC) para favorecer la 
actividad de enzimas parasitarias que modifican dichos lípidos (RAinc, K98inc), 
determinándose diferencias cuantitativas en su composición, con marcada disminución 
de fosfolípidos y lisofosfolípidos y aumento concomitante de AGL. En esta tesis, se 
confirmó que la PLA1 de T. cruzi es la principal responsable de las modificaciones 
lipídicas observadas en los extractos RAinc y K98inc, con generación de moléculas 
lipídicas bioactivas. 
La presencia de los Ac anti-fosfolípidos se ha descripto en infecciones por Treponema 
pallidum y diversos protozoarios tales como Plasmodium spp y Babesia bovis. En 
particular, en la enfermedad de Chagas se demostró una asociación entre los Ac anti-T. 
cruzi y los Ac anti-cardiolipina de isotipo IgM e IgG en pacientes crónicos. En esta tesis, 
se determinó la presencia de Ac anti-fosfolípidos de isotipos IgM e IgG, con capacidad 
lítica, durante el transcurso de la infección murina con las cepas RA y K98 de T. cruzi, los 
que también podrían contribuir al control de la parasitemia. 
En relación al análisis en conjunto de los diferentes parámetros de polarización 
macrofágica M1/M2, los resultados aquí presentados indican que RA y K98 generaron 
una polarización hacia M1 que se ve reflejada en los mayores niveles de cambio de 
TNF-, óxido nítrico, cuerpos lipídicos y COX-2 respecto al control, que controlaría al 
parásito en el huésped. Por el contrario, RAinc y K98inc indujeron los mayores niveles 
de cambio de Fizz-1, YM-1 e IL-10 respecto al control, promoviendo una polarización 
hacia M2, que evitaría una respuesta inmune exacerbada, favoreciendo la persistencia 
parasitaria. Con respecto a las moléculas lipídicas de T. cruzi que presentaron 
variaciones cuantitativas en los distintos extractos aquí analizados y que se ha descripto 
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que poseen actividad biológica, los lisofosfolípidos y los AGL podrían ser en parte 
responsables de la activación macrofágica aquí descripta. Además, se determinó la 
participación de TLR 2-6 pero no así TLR 2-1 ni TLR 4 en la respuesta inflamatoria 
inducida por RA, RAinc, K98 y K98inc. Los presentes resultados ponen de manifiesto el 
papel discriminatorio de los TLRs en el reconocimiento de moléculas de naturaleza 
lipídica derivadas de T. cruzi, con la consiguiente activación de vías de transducción de 
señales en las que participa NF-B y que es regulado por PPAR durante el desarrollo 
de una respuesta inflamatoria. 
Los hallazgos presentados en esta tesis contribuirán a profundizar los conocimientos 
sobre los mecanismos implicados en la modulación de la respuesta inmune inducida por 
T. cruzi. 
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1- ENFERMEDAD DE CHAGAS 
 
La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis americana es una parasitosis hemática e 
hística que afecta al hombre y a los mamíferos en general, cuyo agente etiológico es el 
protozoario kinetoplástido Trypanosoma cruzi. Según informes de la Organización 
Mundial de la Salud, la enfermedad de Chagas representa un problema de salud pública 
en América Latina, con una reciente propagación a zonas no endémicas debido a la 
migración humana. Actualmente se estima que cerca de 7 millones de personas están 
infectadas por T. cruzi en todo el mundo [1]. 
 
2- RESEÑA HISTÓRICA 
 
T. cruzi fue descubierto en 1908 por Carlos Justiniano Ribeiro Chagas (Figura 1) en 
Minas Gerais (Brasil), quien lo denominó así en homenaje a su maestro Oswaldo Cruz. 
Chagas detectó el parásito en las heces del insecto hematófago Pastrongylus megistus, 
demostrando su relación con una enfermedad que padecían los pobladores de la zona 
[2]. En 1926, el médico argentino Salvador Mazza realizó estudios sobre T. cruzi en el 
noroeste de nuestro país, determinando la presencia del parásito en sangre y tejidos de 
pacientes y demostró así la relevancia de esta parasitosis en Argentina [2]. Estudios 
actuales de paleoparasitología basados en la presencia de material genético de T. cruzi 
en momias, indican que la enfermedad de Chagas en humanos ha existido en América 
Latina por más de 7000 años [3]. El descubrimiento de la infección humana por T. cruzi, 
del vector y de la enfermedad que este protozoario produce, significó la introducción en 
el mundo científico de una nueva temática de interés dentro de las enfermedades 
tropicales producidas por protozoarios. 
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Figura 1. Dr. Carlos Justiniano Ribeiro Chagas 
 
  
Extraído del libro Carlos Chagas “um cientista do Brasil”. 
ISBN: 97885-7541188-9. 
 
 
Mosaico sobre la historia de la fundación Oswaldo Cruz. Museu da Vida, Fiocruz,RJ, Brasil. 
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3- DISTRIBUCIÓN GEOGRÁFICA 
 
La distribución geográfica de T. cruzi coincide con la del insecto vector, la cual está 
asociada a factores climáticos y socioeconómicos que favorecen su instalación en la 
vivienda humana y/o en el peridomicilio. Una temperatura de 27-30ºC es considerada 
ideal para el desarrollo de la mayoría de las especies de vectores, como así también una 
humedad relativa del ambiente de 60-85% [4]. 
Hasta hace algunos años, la enfermedad de Chagas se limitaba al continente americano 
estando ampliamente distribuida en América Latina y hallando triatominos infectados 
desde el paralelo 40° de latitud Norte en Estados Unidos de América hasta el paralelo 
45° de latitud Sur, en Argentina y Chile. En las últimas décadas, la creciente emigración 
de individuos infectados con T. cruzi a Canadá, Estados Unidos, Europa, Australia y 
Japón modificó el mapa de distribución de la enfermedad (Figura 2). 
 
Figura 2. Distribución geográfica de la enfermedad de Chagas 
 
Extraído de http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs340/en 
 
En nuestro país, la zona endémica comprende desde el límite norte con Bolivia, 
Paraguay y Brasil hasta la provincia de Chubut. Se considera que la presencia de 
vectores en esta provincia es debida al transporte accidental del insecto, ya que las 
condiciones climáticas de dicha región son inadecuadas para el establecimiento de 
colonias de triatominos de relevancia epidemiológica [5]. 
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4- VÍAS DE TRANSMISIÓN 
 
Existen varias formas de transmisión de T. cruzi a humanos: vectorial, congénita, 
transfusional, oral y por trasplante de órganos y accidentes de laboratorio [1,6–8]. La vía 
de transmisión vectorial es la más importante por su frecuencia en zonas endémicas, 
siendo en Argentina el vector principal Triatoma infestans seguido por P. megistus [9]. 
 
4.1- Vectorial 
 
Existen tres tipos de ciclos de transmisión de T. cruzi en los que interviene el vector. El 
ciclo doméstico, que perpetúa la infección en humanos y animales domésticos, ocurre 
principalmente en viviendas rurales o de las zonas periurbanas con paredes de adobe y 
techos de paja. Los principales reservorios del parásito son los perros, humanos, gatos y 
en algunos países los cobayos. El vector vive y se multiplica en grietas de las paredes, 
agujeros del techo, debajo y detrás de los muebles y cuadros. En el ciclo selvático 
intervienen triatomas selváticos que se infectan y a su vez infectan a roedores, 
marsupiales y otros animales salvajes. El tercer ciclo es el peri-doméstico, en el que 
intervienen mamíferos que entran y salen libremente de las viviendas o viven cerca de 
ellas (roedores domésticos, marsupiales, gatos, perros, cabras) y triatomas selváticos 
atraídos a las casas por el alimento. Este ciclo adquiere una importancia fundamental 
dado que podría constituir un puente de unión entre los ciclos selvático y doméstico para 
la transmisión de T. cruzi [10]. 
 
4.2- Transfusión sanguínea 
 
Durante los años 1970-1980 las migraciones desde los centros rurales hacia las áreas 
urbanas modificaron el patrón epidemiológico de la enfermedad de Chagas en América 
Latina: de condición exclusiva de áreas rurales se transformó en una infección urbana 
que podía adquirirse por transfusión sanguínea [7]. El riesgo de infección con T. cruzi 
por esta vía varía según el área geográfica, siendo su transmisión del 0.1 al 4.2 % en 
países como Argentina, Brasil, y Uruguay, donde existe legislación para el control de la 
sangre, llegando a porcentajes del 24,4% en Bolivia [1]. En las últimas décadas, la 
creciente emigración de personas infectadas con T. cruzi a países no endémicos para el 
vector incrementó el riesgo de esta forma de transmisión del parásito. 
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4.3- Trasplante de órganos 
 
La transmisión de T. cruzi puede ocurrir también a través del trasplante de órganos de 
un donante infectado. Teóricamente puede resultar del trasplante de cualquier órgano, 
pero la mayoría de los casos documentados son resultado de trasplantes de riñón, tal 
vez determinado por la frecuencia relativa de este tipo de trasplante, con unos pocos 
casos atribuidos a trasplante de corazón, páncreas y médula ósea. En áreas endémicas 
es obligatorio el control serológico del donante y el receptor. En el caso de presentar el 
receptor serología positiva debe considerarse el tratamiento anti-parasitario del mismo, 
ya que es posible la reactivación de esta parasitosis por el uso de inmunosupresores 
[11]. 
 
4.4- Congénita 
 
Se estima que esta vía es la más frecuente en la generación de nuevos casos en 
nuestro país. El Chagas congénito es la forma aguda de infección más frecuente en 
Argentina. Debido a que la infección con T. cruzi de la madre es un elemento 
indispensable en la génesis de un caso congénito, las medidas de control clínico deben 
comenzar antes del nacimiento del bebé, mediante la evaluación de toda mujer 
embarazada. Dicha transmisión no puede ser evitada por tratamiento durante el 
embarazo debido a que las drogas disponibles son tóxicas o teratogénicas. Por lo tanto, 
el diagnóstico temprano en el neonato es fundamental ya que la administración del 
tratamiento en estos casos es altamente efectiva para la cura parasitológica [11]. 
 
4.5- Oral 
 
En los últimos años se ha observado en Brasil, Colombia, Venezuela y Bolivia un 
aumento significativo en la transmisión de la enfermedad de Chagas aguda a través de 
la vía oral, asociada principalmente al consumo de bebidas hechas de frutas o verduras 
contaminadas con el insecto vector o con sus heces infectadas con T. cruzi. Después de 
un período de latencia de 3 a 22 días luego de la ingestión, la infección oral se 
caracteriza por manifestaciones más graves que las asociadas con la transmisión 
vectorial: fiebre prolongada, miocarditis aguda con insuficiencia cardíaca, 
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meningoencefalitis, con una mortalidad que puede alcanzar hasta el 33% de los 
infectados [12]. 
 
5- FASES DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS 
 
La enfermedad de Chagas evoluciona en dos fases, una aguda y otra crónica, 
presentando cada una de ellas características clínicas y criterios diagnósticos y 
terapéuticos diferentes (Figura 3). T. cruzi es un parásito que se multiplica 
intracelularmente generando una relación dinámica y compleja con la célula huésped, en 
la que participan múltiples factores ligados al parásito (cepa, virulencia e inóculo) y al 
hombre (edad, sexo, estados inmunológico y nutricional). La coexistencia de otras 
patologías que provocan inmunosupresión es también de relevancia en la evolución de 
esta enfermedad. 
 
5.1- Fase aguda 
 
La fase aguda de la infección por T. cruzi se caracteriza por la presencia de parásitos en 
sangre en elevada concentración, la cual puede ser detectada por métodos 
parasitológicos directos y se inicia en el momento de adquirir la infección por cualquiera 
de sus vías. La duración y la presentación clínica de esta fase pueden ser variables, 
dependiendo de la edad del paciente, del estado inmunológico, la presencia de 
comorbilidades y la vía de transmisión. En cuanto a la presentación clínica, la misma 
puede ser sintomática o asintomática, siendo esta última la forma clínica más frecuente 
[11]. La infección aguda suele pasar inadvertida debido a que muchos signos y síntomas 
son inespecíficos y/o leves, por lo cual esta etapa es diagnosticada sólo en el 1-2 % de 
los pacientes [9]. 
El sitio de entrada del parásito puede ser por la conjuntiva ocular y genera un edema 
bipalpebral unilateral, con coloración violácea y congestión conjuntival (Signo de 
Romaña). En cambio, si el sitio de entrada ocurrió a nivel cutáneo, se denomina 
chagoma de inoculación y se presenta como una formación cutánea ligeramente dura e 
indolora, semejante a un forúnculo que no llega a supurar, pudiéndose localizar en 
cualquier parte del cuerpo, en especial en las zonas de piel expuesta. Estos signos 
pueden ser seguidos de fiebre y hepatoesplenomegalia y algunas de las anomalías más 
frecuentes determinadas en el laboratorio son: anemia, trombocitopenia, leucocitosis con 
predominio de linfocitos y función renal alterada. Se han descripto casos de niños 
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pequeños con síntomas de miocarditis o meningoencefalitis aguda, sin embargo la 
mortalidad suele ser baja, excepto en los casos con afección cardíaca o del sistema 
nervioso central. Durante esta etapa, los tripomastigotes se encuentran en sangre 
periférica y eventualmente en fluido cerebroespinal, donde el parásito se replica 
principalmente en las células del sistema fagocítico mononuclear. La elevada 
parasitemia posibilita la realización del diagnóstico directo, basada en el hallazgo de los 
tripomastigotes en la sangre del paciente por métodos directos. Es importante destacar 
que hasta el momento ésta es la única fase de la infección en la que se ha logrado la 
cura parasitológica mediante la administración de los fármacos Nifurtimox y Benznidazol 
[11]. 
 
5.2- Fase crónica 
 
Corresponde a la etapa que sigue a la fase aguda y comienza cuando la parasitemia se 
vuelve indetectable por los métodos parasitológicos directos. En esta fase, la infección 
es detectable principalmente por métodos serológicos que demuestran la respuesta 
inmunológica del huésped frente al parásito y también por métodos moleculares. Debido 
a que la mayoría de las infecciones agudas por T. cruzi ocurren en forma asintomática, 
una gran proporción de las personas infectadas son diagnosticadas en la fase crónica.  
La mayor parte de las personas con infección crónica la cursan el resto de su vida en 
forma asintomática. Aproximadamente el 30% de las mismas desarrollarán lesión de 
órganos (principalmente a nivel cardíaco y/o digestivo) en un plazo de 10 a 20 años, con 
signos y síntomas de expresión variada. De acuerdo con ello, esta fase se clasifica en 
dos formas clínicas: con patología demostrada y sin patología demostrada 
(anteriormente llamada forma indeterminada) [11]. En Argentina, la forma de 
presentación más frecuente es la cardiomiopatía crónica [2,9]. Se ha determinado que la 
incidencia de esta patología es máxima entre la segunda y cuarta década de la vida, 
siendo independiente del sexo o de la etnia. Los síntomas más habituales son disnea y 
palpitaciones, sin embargo, alteraciones electrocardiográficas como bloqueo de rama 
derecha o hemibloqueo anterior izquierdo o ambos, extrasístoles ventriculares unifocales 
y cambios primarios de la onda T se consideran compatibles con cardiopatía chagásica 
leve. En los casos graves, la cardiomegalia se acompaña de bloqueo auriculoventricular, 
extrasístoles frecuentes y multifocales y fibrilación auricular. Una de las lesiones típicas 
descriptas es el aneurisma de punta de corazón.  
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Las manifestaciones digestivas de la enfermedad, megacolon y megaesófago, se han 
encontrado principalmente en pacientes de la zona central de Brasil en donde suelen ser 
las más frecuentes. Más de dos terceras partes de los casos de megaesófago se 
presentan en personas de 20 a 60 años, de las que el 66 % son hombres. Los síntomas 
más frecuentes son disfagia y odinofagia con los consiguientes signos de malnutrición 
[9]. 
La epidemia de SIDA a comienzos de los años ochenta abrió la posibilidad de la 
reactivación de la enfermedad de Chagas en individuos co-infectados y bajo 
inmunosupresión profunda debido a la infección viral, observándose compromiso del 
sistema nervioso central. Además, los individuos infectados con T. cruzi que reciben 
trasplantes de órganos podrían también presentar reactivación de esta parasitosis como 
resultado de la inmunosupresión por el uso de corticoides y otros fármacos. El 
diagnóstico de la reactivación debe realizarse lo más tempranamente posible, ya que el 
tratamiento anti-parasitario puede mejorar la prognosis y sobrevida del paciente [11]. 
 
 
Figura 3. Curso natural de la infección por T. cruzi y de la enfermedad de Chagas 
 
 
Adaptado de Junqueira y col., 2010 [13].  
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6- DIAGNÓSTICO DE LA INFECCIÓN POR T. cruzi  
 
Además del diagnóstico clínico sintomático, rutinariamente se realizan los diagnósticos 
parasitológico (directo) y serológico (indirecto). 
 
6.1- Parasitológico 
 
En casos de sospecha de enfermedad de Chagas aguda se emplean los siguientes 
métodos ordenados en forma creciente de complejidad y sensibilidad: a) gota fresca, b) 
micrométodo con capilares (técnica de microhematocrito), c) micrométodo con 
microtubo, d) strout. 
 
Se han desarrollado además diferentes técnicas moleculares basadas en la reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR) que detectan tanto ADN nuclear como del kinetoplasto 
del parásito. Los ensayos cuantitativos basados en PCR en tiempo real (qPCR) que 
están en desarrollo, tienen como objetivo obtener herramientas de diagnóstico precisas y 
hallar marcadores de respuesta al tratamiento y su aplicación requiere estudios previos 
de validación clínica y analítica [14]. Recientemente, se desarrolló una nueva variante de 
la técnica de PCR llamada Amplificación Isotérmica Mediada por Lazo (LAMP: Loop-
Mediated Isothermal Amplification Method) que detecta secuencias repetitivas del ADN 
parasitario y la observación del producto de amplificación puede hacerse visualmente 
por turbidez o por cambio de color asociado a reactivos propios de la reacción [15]. 
El diagnóstico molecular clínico de la enfermedad de Chagas es importante para: (i) el 
diagnóstico precoz de la transmisión congénita en recién nacidos, (ii) la detección 
temprana de infección en receptores de órganos trasplantados de un donante positivo de 
Chagas, (iii) la monitorización de la reactivación del parásito en pacientes crónicamente 
infectados inmunodeprimidos por trasplante de órganos o SIDA y (iv) la evaluación de 
nuevos tratamientos en ensayos clínicos [15]. 
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6.2- Serológico 
 
En la fase aguda de la enfermedad de Chagas se generan anticuerpos (Ac) de isotipo 
IgM, siendo reemplazados por Ac de isotipo IgG a medida que progresa la infección, los 
cuales pueden ser evaluados por técnicas serológicas en la fase crónica. Las IgG 
pueden detectarse antes de los 30 días de ocurrida la infección aguda, alcanzando su 
nivel máximo al tercer mes. Las técnicas más usadas son: aglutinación con partículas de 
gelatina, hemoaglutinación indirecta (HAI), inmunofluorescencia indirecta (IFI) y el 
inmunoensayo enzimático (ELISA). Para el diagnóstico de la fase crónica de la infección 
por T. cruzi deben realizarse al menos dos reacciones serológicas normalizadas de 
principios distintos, que detecten Ac diferentes y con la misma muestra de suero, siendo 
necesario además utilizar por lo menos una de las pruebas de mayor sensibilidad como 
ELISA o IFI. Para considerar el diagnóstico como definitivo (ya sea confirmando o 
descartando una infección crónica), el resultado de ambas pruebas debe ser coincidente 
(ambas reactivas o no reactivas). En caso de discordancia (una prueba reactiva y otra no 
reactiva) se deberá realizar una tercera prueba o derivarla a un centro de referencia [11]. 
 
7- CRITERIOS DE TRATAMIENTO 
 
Con respecto al tratamiento etiológico para la infección por T. cruzi, las drogas 
tripanocidas disponibles actualmente para uso humano son el 5-nitrofurano sintetizado 
en 1952 (Nifurtimox) y el derivado de 2-nitroimidazol sintetizado en 1968 (Benznidazol). 
Ambos compuestos oxidan el pool de nucleótidos del parásito, llevando a rupturas de la 
hebra de ADN doble cadena que resultan letales [16]. Si bien se ha alcanzado un gran 
progreso en varios aspectos del conocimiento biológico de T. cruzi y de la fisiopatogenia 
de la enfermedad de Chagas, todavía se generan controversias respecto a los criterios 
de tratamiento. Estos compuestos poseen una alta incidencia de efectos adversos, que 
pueden promover la interrupción temprana del tratamiento y que sumado a la 
emergencia de cepas resistentes al benznidazol, demandan la necesidad de hallar 
nuevos fármacos [17]. Por otra parte, se ha demostrado que la persistencia del parásito 
junto con la respuesta inmune desbalanceada del hospedero tendrían un rol crucial en el 
desarrollo de la patología presente en la enfermedad de Chagas aguda y crónica, siendo 
por lo tanto la opinión prevalente que esta condición debe ser tratada como una 
enfermedad parasitaria y no como una autoinmune [18–20]. 
El tratamiento tripanocida en la fase aguda reduce la gravedad de los síntomas y acorta 
el curso clínico y la duración de la parasitemia detectable. La cura parasitológica 
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(demostrable por negativización de la parasitemia y de la serología) es superior al 80% 
en fase aguda vectorial y mayor al 90% en los casos congénitos tratados durante el 
primer año de vida. En el caso de reactivaciones en pacientes con infección por HIV, que 
conlleva una alta mortalidad, el tratamiento tripanocida administrado en forma temprana 
mejora el pronóstico. En pacientes trasplantados con reactivación, la terapia tripanocida 
anticipada (tratamiento con parasitemia positiva sin síntomas de reactivación) y el 
tratamiento precoz de la reactivación con síntomas reduce la morbilidad y mortalidad 
asociadas. 
En niños y adolescentes con infección crónica el tratamiento tripanocida es en general 
bien tolerado y presenta una alta tasa de cura parasitológica, demostrable por la 
seroconversión negativa. Las recomendaciones del Ministerio de Salud de nuestro país 
indican que los niños y adolescentes con enfermedad de Chagas crónica sean tratados 
lo más precozmente posible, dado que presentan menos efectos adversos y mejor 
respuesta terapéutica. Un beneficio adicional del tratamiento en esta población es la 
reducción subsecuente del riesgo de Chagas congénito en la descendencia de las niñas 
tratadas y el aumento del número de potenciales donantes de sangre y órganos. En 
adultos con infección crónica el tratamiento etiológico también ha demostrado asociarse 
a seroconversión negativa sugiriendo la curación de la infección, aunque la tasa 
observada es menor que en niños y adolescentes, y el tiempo requerido hasta la 
seroconversión es mucho mayor. Adicionalmente, el tratamiento tripanocida en adultos 
menores de 50 años con infección crónica y con lesión cardiológica incipiente reduciría 
la progresión a estadios clínicos más avanzados. Sin embargo, el tratamiento etiológico 
en este grupo de pacientes es en general menos tolerado que en niños y adolescentes 
[11]. 
El tratamiento con benznidazol en las diferentes etapas de la fase crónica ha sido 
discutido ampliamente y los recientes resultados de los dos primeros ensayos clínicos 
llevados a cabo, TRAENA y BENEFIT, no han sido promisorios en lo que respecta a la 
modulación de la patología cardíaca, sin embargo, el Benznidazol se mostró altamente 
efectivo para negativizar la PCR en sangre de pacientes crónicos [21,22].    
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8- Trypanosoma cruzi 
 
8.1- Clasificación taxonómica 
 
T. cruzi es un protozoario digenético, ya que alterna durante su ciclo de vida natural 
entre un huésped vertebrado mamífero y otro invertebrado. Los tripanosomas de los 
mamíferos han sido clasificados en 2 secciones según la vía de eliminación del parásito 
a partir del vector: Salivaria y Estercoraria [23]. A esta última pertenece T. cruzi siendo el 
único patógeno dentro de esta sección. La principal característica de los Estercoraria es 
que son transmitidos por un insecto vector que elimina con sus deyecciones la forma 
infectante del parásito (tripomastigote metacíclico). La identificación de T. cruzi y su 
clasificación taxonómica derivan de estudios morfológicos, biológicos, bioquímicos y 
genéticos. 
 
Reino: Protista 
Subreino: Protozoa 
Phylum: Sarcomastigophora 
Clase: Zoomastigophora 
Orden: Kinetoplastida 
Familia: Trypanosomatidae 
Género: Trypanosoma 
Subgénero: Schizotrypanum 
Especie: cruzi 
 
8.2- Variabilidad genética 
 
T. cruzi presenta una gran diversidad fenotípica y genotípica [24]. Esta variabilidad 
intraespecífica se ha evidenciado por el aislamiento de cepas con distinta virulencia, 
cinética de crecimiento, tropismo y patología generada [25,26] así como por el hallazgo 
de diferentes marcadores moleculares tanto de ADN como de naturaleza proteica. Las 
poblaciones del parásito se clasifican en seis unidades discretas de tipificación (UDTs): 
Tc I, Tc ll, Tc lll, Tc lV, Tc V y Tc VI, las cuales se distribuyen entre las diversas especies 
de triatominos, hospedadores mamíferos y hábitat en distintas áreas geográficas dentro 
del continente americano, participando en los ciclos de transmisión domésticos y 
selváticos (Figura 4). Es importante destacar que la pertenencia a una UDT en particular 
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no implica clonalidad dentro del grupo, sino más bien son consideradas como una familia 
de clones relacionados, aunque no idénticos [27–30]. 
 
Figura 4. Distribución geográfica de las distintas UDTs de T. cruzi en los ciclos de 
transmisión selvático y doméstico 
 
 
Extraído de Zingales y col., 2012 [29]. 
 
8.3- Ultraestructura celular 
 
Los tripanosomátidos contienen organelas típicas de los organismos eucariotas, 
incluyendo mitocondrias, peroxisomas, lisosomas y retículo endoplasmático, pero 
poseen además algunas estructuras especiales y organelas únicas de este grupo, tales 
como la estructura paraflagelar, los microtúbulos subpeliculares, los glicosomas y el 
complejo kinetoplasto-mitocondrión [31] (Figura 5). El parásito posee una única 
mitocondria que se extiende por todo su cuerpo con una gran cantidad de ADN 
organizado en forma de minicírculos (k-ADN) y concentrado debajo del cuerpo basal, 
dando origen a una estructura intramitocondrial llamada kinetoplasto.  
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El flagelo de los tripanosomátidos está involucrado en la locomoción de la célula y nace 
del cuerpo basal o kinetosoma surgiendo por el bolsillo flagelar, rasgo característico de 
la familia Trypanosomatidae. El cuerpo basal es una estructura cilíndrica constituida por 
9 tripletes de microtúbulos, en cambio el flagelo presenta 9 pares de microtúbulos 
periféricos longitudinales y un par central que desaparece en su porción distal, además 
de una extensión de la membrana celular que lo envuelve. El órgano de locomoción del 
parásito está constituido entonces, por el flagelo más el cuerpo basal [32]. 
El retículo endoplasmático, liso y rugoso, se encuentra en todo el cuerpo celular de T. 
cruzi y en mayor concentración en la periferia, estando los ribosomas distribuidos por 
todo el citoplasma. El aparato de Golgi está localizado entre el núcleo y el kinetoplasto y 
está formado por un sistema de 3 a 10 cisternas y vesículas en la porción trans que 
participan en el proceso de glicosilación. El núcleo del parásito es fibrilar y cuando 
comienza a duplicarse se presenta en cúmulos de material genético próximos a la 
membrana nuclear. El cuerpo del parásito está limitado por la membrana citoplasmática 
que presenta una bicapa lipídica de 8-10 nm de espesor en la cual se asocian proteínas 
de distinta naturaleza a través de un anclaje de glicosil fosfatidil inositol (GPI) [33]. En los 
tripanosomátidos no están presentes todas las enzimas necesarias para la síntesis de 
colesterol, importante para el control de la fluidez de la membrana plasmática de células 
eucariotas, por lo cual es incorporado a partir del suero del mamífero. Sin embargo, los 
tripanosomátidos sintetizan ergosterol, un esterol comúnmente hallado en hongos [31]. A 
pesar de que las diferentes proteínas y los esteroles están uniformemente distribuidos a 
través de la membrana plasmática, existen áreas de especialización de la misma, 
formando una estructura conocida como complejo citostoma-citofaringe que es una 
invaginación de dicha membrana especializada en actividades endocíticas. La 
membrana que circunda el citostoma presenta un gran número de sitios de unión para 
lectinas y receptores proteicos para diversos ligandos. En el citostoma se originan 
vesículas endocíticas pequeñas que forman largos túbulos y se fusionan con una 
organela especial localizada en la porción posterior, conocida como reservosoma. Esta 
organela corresponde a un compartimento prelisosomal y es el sitio de almacenamiento 
de macromoléculas ingeridas, las cuales podrían ser usadas durante los procesos de 
diferenciación del estadío epimastigote a tripomastigote [31]. Por debajo de la membrana 
plasmática, el citoesqueleto es responsable de mantener la forma de la célula y de su 
movimiento. Los microtúbulos, constituidos principalmente por tubulina, representan el 
principal componente del citoesqueleto y están distribuidos por todo el cuerpo celular y 
los microfilamentos están constituidos principalmente por actina. 
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Los tripanosomátidos dependen de la glicólisis para obtener energía y las 6 primeras 
enzimas de esta vía metabólica se encuentran en el glicosoma, a diferencia de la 
mayoría de las células eucariotas en las que se encuentran en el citosol [34–36]. 
Los acidocalcisomas son organelas acídicas, con una alta concentración de fósforo en 
forma de pirofosfato y polifosfato acomplejado con calcio y otros elementos. Sus 
funciones son almacenamiento de cationes y fósforo, metabolismo de polifosfato, 
homeostasis del calcio, mantenimiento del pH intracelular, homeostasis y 
osmoregulación. Se ha descripto además en T. cruzi el proteosoma, cuya función en la 
degradación de proteínas mediante la vía ubiquitina-proteosoma tiene un papel esencial 
en la diferenciación del parásito que involucra profundos cambios morfológicos [37,38].  
 
Figura 5. Esquema de la ultraestructura celular de epimastigote de T. cruzi 
 
 
Adaptado de Docampo y col., 2005 [39].   
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8.4- Estadíos evolutivos 
 
T. cruzi tiene un ciclo de vida complejo durante el cual presenta varios estadíos 
evolutivos que poseen diferentes características morfológicas y funcionales y que 
reflejan su adaptación a los distintos hábitats por los que debe pasar durante el mismo. 
Los estadíos se denominan considerando las siguientes características: morfología 
celular, motilidad, posición relativa entre el núcleo y el kinetoplasto (anterior, lateral o 
posterior) y forma de salida del flagelo del bolsillo flagelar (central o lateral) [23]. Se 
definen así las principales formas evolutivas para los tripanosomas: epimastigote, 
tripomastigote y amastigote (Figura 6). Aunque éstas son fácilmente identificables, 
existen otras formas intermedias que pueden ser halladas en los huéspedes vertebrados 
e invertebrados. 
 
Figura 6. Esquema de los principales estadíos evolutivos de T. cruzi 
 
Extraído de Docampo y col., 2005 [39].  
Epimastigote: estadío replicativo y no infectivo que se encuentra en el intestino del 
vector. Posee forma elongada, 20-40 x 2 μm, con un flagelo que se origina en el 
kinetoplasto, por delante del núcleo. Dicho flagelo emerge por el costado del cuerpo 
celular y se libera por el extremo anterior, arrastrando la membrana citoplasmática en un 
trayecto breve, visualizándose una membrana ondulante corta (Figura 6). 
Amastigote: estadío replicativo e infectivo [40], que se halla en el citoplasma de las 
células del hospedador mamífero. Su forma es esférica u ovalada, 2-4 μm y carece de 
flagelo libre (Figura 6). 
Tripomastigote: forma infectiva no replicativa presente en la ampolla rectal del insecto 
vector (tripomastigote metacíclico) o en la sangre del hospedador mamífero 
(tripomastigote sanguíneo o circulante). Tiene una forma elongada, 20-32 x 2 μm, con el 
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kinetoplasto ubicado detrás del núcleo. El flagelo emerge a partir del mismo y se libera 
por el extremo anterior, visualizándose una membrana ondulante extensa (Figura 6). 
 
9- INSECTO VECTOR 
 
Más de 110 especies de insectos de la familia Reduviidae y subfamilia Triatominae son 
vectores biológicos de la enfermedad de Chagas. Las distintas especies y subespecies 
que conforman esta subfamilia han sido identificadas taxonómicamente por las 
características morfológicas de sus adultos. T. cruzi es transmitido en América por estos 
insectos hematófagos que frecuentemente colonizan viviendas precarias, emergiendo 
durante la noche de entre las grietas de las paredes de adobe y techos de paja para 
alimentarse sobre los habitantes dormidos y animales domésticos [4]. Ejemplos de estos 
insectos son P. megistus, T. infestans y Rhodnius prolixus, siendo en nuestro país T. 
infestans, conocido vulgarmente como “vinchuca”, el responsable más frecuente de la 
transmisión vectorial (Figura 7). Los triatominos han sido primitivamente insectos 
selváticos directamente en relación con sus fuentes alimenticias, siendo la posibilidad de 
acceso a las mismas la que condiciona el tipo de hábitat en el cual se establecen. Los 
vectores pueden alimentarse de diferentes especies y si bien es común la alimentación 
mixta, pueden tener hospedadores preferenciales. Algunos vectores subsisten por 
alimentaciones abundantes con largos períodos de ayuno sin sufrir daños funcionales, 
mientras que otros requieren de ciclos periódicos de alimentación. 
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Figura 7. Vectores de la enfermedad de Chagas 
 
 
Extraído de http://www.msal.gob.ar/images/stories/ryc/graficos/ 
0000000155cnt-07-enfermedad-de-chagas-modulo.pdf. 
 
10- CICLO DE VIDA DE T. cruzi 
 
El vector hematófago ingiere tripomastigotes circulantes mientras se alimenta de la 
sangre de un hospedador infectado, los que en el aparato digestivo del insecto se 
diferencian a epimastigotes, estadío replicativo pero no infectivo. Los epimastigotes se 
multiplican y luego se diferencian mediante el proceso de metaciclogénesis, a 
tripomastigotes metacíclicos. Este estadío infectivo se elimina con las heces del vector 
durante un nuevo evento de alimentación y es capaz de penetrar por una solución de 
continuidad de la piel o a través de mucosas a los tejidos del hospedador. Luego de su 
pasaje por la sangre del hospedador, el parásito ingresa a diferentes tipos de células 
nucleadas e independientemente del mecanismo de invasión utilizado, se recluye en la 
vacuola parasitófora. Dentro de ella, se inicia el proceso de diferenciación de 
tripomastigotes a amastigotes juntamente con la disrupción de la membrana de dicha 
vacuola y su posterior localización citoplasmática. Alrededor de 35 horas después, 
comienza el proceso de división celular binaria que prosigue por varios días, 
dependiendo de las características de la cepa de T. cruzi y de la célula hospedadora. 
Luego de aproximadamente 5 días, se observan en la célula hasta 500 amastigotes y se 
inicia un proceso cuasi-sincrónico de transformación de dichas formas en tripomastigote, 
los cuales son liberados al torrente sanguíneo para infectar nuevas células o ser 
ingeridos por un nuevo vector. Al adquirir mediante la diferenciación un flagelo más 
largo, los tripomastigotes producen un movimiento intenso que sería el responsable de la 
ruptura de la célula hospedadora y su liberación [9].  
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Por otra parte, es importante destacar que los amastigotes no son exclusivamente 
intracelulares, ya que también se pueden encontrar en el torrente sanguíneo durante la 
fase aguda de infección estableciendo un ciclo infectivo sostenible [40,41] (Figura 8). 
 
Figura 8. Ciclo de vida de T. cruzi 
 
 
Adaptado de Macedo, A. M. y col. (2002). https://doi.org/10.1017/S1462399402004118. 
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11- INTERACCIÓN PARÁSITO - CÉLULA HUÉSPED 
 
El establecimiento de la infección por T. cruzi depende de una serie de eventos 
concertados en los que interaccionan diversas moléculas del parásito con componentes 
de la célula huésped. Generalmente las primeras células invadidas son los macrófagos 
tisulares residentes, aunque el parásito tiene la capacidad de infectar cualquier célula 
nucleada, es decir que infecta tanto células fagocíticas como no fagocíticas. El contacto 
inicial entre el tripomastigote (metacíclico o circulante) y la célula hospedadora es 
mediado por mecanismos de reconocimiento específicos en el que participan numerosas 
moléculas de superficie. Dependiendo del tipo de célula blanco, cepa del parásito y 
estadío parasitario involucrado, se puede inducir la activación de diferentes vías de 
señalización, fundamentales para la invasión efectiva de células de mamíferos por T. 
cruzi [42].  
 
11.1- Mecanismos de invasión de T. cruzi 
 
T. cruzi puede invadir activamente una amplia gama de células, habiéndose descripto a 
la fecha tres mecanismos distintos de entrada del parásito a la célula huésped: 
 
a) dependiente de lisosomas: el contacto de los tripomastigotes con la célula huésped 
induce en la misma la movilización de Ca2+ (dependiente de inositol trifosfato) desde sus 
reservas, siendo ésta una señal crítica para el reclutamiento, fusión y exocitosis de los 
lisosomas en el sitio de entrada del parásito [42,43]. 
 
b) independiente de lisosomas: los parásitos ingresan a las células a través de la 
invaginación de la membrana plasmática y las enzimas fosfatidil inositol 3 quinasa 
(PI3K), proteína quinasa B (PKB/Akt) y guanosina trifosfatasas (GTPasas) participan en 
el transporte endocítico durante la invasión. Posteriormente, las vacuolas formadas a 
partir de la membrana plasmática conteniendo los parásitos, maduran con la adquisición 
de marcadores endosómicos tempranos (rab5 y EEA1) y marcadores lisosomales [44–
46]. 
 
c) dependiente de actina: los tripomastigotes y los amastigotes ingresan a la célula a 
través de expansiones de la membrana plasmática, a las que luego se fusionan los 
endosomas o los lisosomas, completando el ensamblaje de la vacuola parasitófora [41]. 
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Independientemente de la vía de entrada del parásito, la fusión de lisosomas es esencial 
para retener los tripomastigotes altamente móviles dentro de la célula huésped. Más 
aún, la acidificación de la vacuola parasitófora por parte de los lisosomas promueve la 
diferenciación de los tripomastigotes a amastigote antes de la ruptura de la misma, lo 
que permitirá la localización citoplasmática de los amastigotes [47]. 
 
11.2. Moléculas parasitarias involucradas en la interacción parásito-célula 
huésped 
 
Para invadir las células de los mamíferos, los tripomastigotes utilizan una gran variedad 
de moléculas de superficie que interactúan diferencialmente con receptores y moléculas 
de superficie de la célula huésped. Entre las principales moléculas descriptas en T. cruzi 
se destacan: mucinas, principales glicoproteínas de superficie que poseen residuos 
glicosídicos que actúan como ligandos de receptores de la célula huésped y son 
miembros de la familia trans-sialidasa (activas e inactivas, gp85, gp82 y TSA-1), 
glicoproteínas (gp90, gp80, gp35/50 y gp85), penetrina, proteasas tales como cruzipaina, 
oligopeptidasa B y Tc80 y calreticulina (TcCRT) y glicosilinositolfosfolípidos (GIPL). 
Con respecto a las células de mamífero, cualquier clase de molécula expuesta en la 
superficie se considera que tiene el potencial de ser un receptor de ligandos parasitarios. 
La mayoría de los receptores caracterizados poseen carbohidratos que contienen 
galactosil, manosil, y residuos de sialilo y proteínas de tipo lectina, tales como galectina 
3 que se une a los residuos de carbohidratos presentes en la superficie del parásito. 
Algunas lectinas, como la de unión a manosa, están involucradas en el reconocimiento 
humoral de patrones de moléculas relevantes para la defensa del hospedero (Figura 9) 
[48,49]. 
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Figura 9. Moléculas involucradas en la interacción tripomastigote de T. cruzi-célula 
huésped 
 
 
Modelo esquemático que muestra las moléculas involucradas en el proceso de interacción 
parásito – célula huésped, expuestas en la superficie de tripomastigotes de T. cruzi y en una 
célula huésped. Extraído de De Souza y col. 2010. 
 
Los amastigotes extracelulares pueden infectar varios tipos de células utilizando 
moléculas y vías diferentes a las descriptas para la infección clásica por tripomastigotes. 
El repertorio de moléculas involucradas en los mecanismos de invasión incluye epitopes 
caracterizados previamente y nuevas moléculas específicas de amastigotes 
extracelulares. Los amastigotes extracelulares secretan factores como proteína 21 (P21) 
y mevalonato quinasa (MVK) que ayudan a su internalización por las células en cultivo y 
también presentan glicoproteínas específicas, como Ssp-4, importantes para la unión y 
la invasión, mientras que otras glicoproteínas tales como amastinas (Am) pueden 
modular este proceso negativamente. Desde el punto de vista celular, las balsas 
lipídicas son esenciales para la internalización del parásito tanto en los macrófagos 
como en las células epiteliales. Además, el receptor de manosa (MR) de diversas células 
puede reconocer residuos de manosa expresados por amastigotes extracelulares que 
también participan en su internalización. Luego del contacto inicial, los amastigotes 
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extracelulares reclutan proteína quinasa D (PKD), F-actina y otras proteínas de unión a 
actina (ABP) tales como cortactina (Cort), gelsolina y -actinina. Además, es posible que 
los amastigotes extracelulares activen la señalización de la quinasa de la familia Src 
(SFK), proteína quinasa C (PKC) y Rac1 en la célula huésped, así como la vía de la PI3K 
también podría estar involucrada. El heparán sulfato y la fibronectina, componentes de la 
matriz extracelular (EMC) también son importantes en el proceso de internalización 
(Figura 10) [41]. 
 
Figura 10. Moléculas involucradas en la interacción amastigote de T. cruzi-célula 
huésped 
 
 
Modelo propuesto de la invasión de los amastigotes extracelulares a la célula huésped y eventos 
de señalización de la célula huésped asociados a este proceso. Flechas rojas y verdes: 
modulación negativa y positiva de la invasión, respectivamente; flechas azules: Activación de 
proteínas del huésped. Extraído y modificado de Ferreira y col., 2012. 
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En los últimos años se ha descripto que la membrana plasmática de la célula huésped o 
del parásito generan microvesículas, también conocidas como micropartículas o 
exosomas, que están involucradas en el establecimiento y mantenimiento de la infección 
parasitaria [47]. Por otra parte, el análisis proteómico de las microvesículas derivadas de 
parásitos ha demostrado que sus principales componentes son miembros de la familia 
trans-sialidasa/gp85, glicoconjugados conteniendo alfa-galactosil, proteasas, mucinas, 
proteínas del citoesqueleto y moléculas ancladas a GPI [47,49]. Se ha propuesto 
también que la fosfolipasa A1 (PLA1) de T. cruzi, enzima descripta por nuestro laboratorio 
presente en la superficie de los estadios infectivos y secretada al medio extracelular, 
participaría en la interacción parasito-célula huésped [50,51]. 
 
11.3- Fosfolipasas y fosfolípidos como antígenos relevantes en la interacción 
párasito-célula huésped 
 
La superficie del parásito es un importante sitio de interacción con la célula huésped 
durante todo el ciclo infectivo y en este sentido los lípidos, componentes mayoritarios de 
las membranas celulares, tienen una importancia que se extiende más allá de su función 
estructural clásica. En las células animales los fosfolípidos más abundantes son la 
fosfatidiletanolamina (PE) y la fosfatidilcolina (PC), las que contienen como cabezas 
polares etanolamina y colina respectivamente, siendo otros fosfolípidos importantes la 
fosfatidilserina y el fosfatidilinositol (PI). Generalmente la posición sn-1 se halla 
esterificada por ácidos grasos saturados, tales como el palmítico o el esteárico y la 
posición sn-2 por ácidos grasos insaturados como el oleico, linoleico o araquidónico [52]. 
 
Las fosfolipasas por otra parte, pertenecen a un grupo complejo e importante de 
enzimas lipolíticas que participan en el metabolismo de fosfolípidos. Estas enzimas son 
ubicuas y varían considerablemente en estructura y función clasificándose como A1, A2, 
C y D de acuerdo con el sitio de hidrólisis. Las PLA1 hidrolizan específicamente grupos 
acilo de los fosfolípidos en la posición sn-1 generando lípidos bioactivos como 2-acil-
lisofosfolípidos y ácidos grasos libres (AGL) (Figura 11) y se las considera factores de 
virulencia para diversos patógenos, incluidos protozoarios como T. cruzi [53]. Los 
lisofosfolípidos son intermediarios en el metabolismo de los fosfolípidos y están 
presentes en células y tejidos en cantidades muy pequeñas, ya que en concentraciones 
elevadas son citotóxicos, característica que dio origen a su nombre. Las lisofosfolipasas 
hidrolizan los grupos acilos remanentes de los lisofosfolípidos, catalizando el mismo tipo 
de reacción que las PLA1 y PLA2. En general las fosfolipasas tienen especificidad por la 
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posición más que por un ácido graso particular o un grupo polar. Sin embargo, han sido 
descriptas marcadas preferencias por determinadas cabezas polares; en particular las 
fosfolipasas que atacan fosfolípidos zwitteriónicos son generalmente distintas de las que 
hidrolizan fosfoinosítidos [53,54]. 
 
Figura 11. Sitio de acción de la PLA1      
 
                    
                                  Las PLA1 hidrolizan fosfolípidos en la posición sn-1. 
 
11.3.1- PLA1 en Tripanosomátidos 
 
La actividad PLA1 ha sido descripta en numerosos tipos celulares y tejidos de diversos 
organismos, pero relativamente pocas PLA1 han sido clonadas y caracterizadas. La 
importancia biológica de las mismas no ha sido explorada en profundidad, pero las 
evidencias acumuladas sugieren que las PLA1 generan lípidos bioactivos, función que 
tradicionalmente estaba asignada a las PLA2, C y D [53,55]. 
La actividad de fosfolipasas que hidrolizan PC ha sido objeto de estudio en 
Tripanosomátidos africanos [34,55,56]. La PLA1 independiente de Ca
2+ fue la mayor 
actividad detectada en cuatro especies diferentes, siendo muy elevada en la especie 
patogénica T. brucei y relativamente baja en la no patogénica T. lewisi [56]. Opperdoes y 
colaboradores [34] encontraron altos niveles de actividad PLA1 en las formas sanguíneas 
de T. brucei pero no en las formas procíclicas inmaduras, sugiriendo un papel fisiológico 
importante para esta enzima. Varios años después se identificó el gen putativo de PLA1 
en el genoma de T. brucei y se obtuvo la enzima de forma recombinante, hallándose 
además secuencias aminoacídicas homólogas de esta enzima en otros tripanosomas 
africanos pero no en T. cruzi y Leishmania spp. Se demostró que la PLA1 de T. brucei 
tiene preferencia sobre PC con capacidad de deacilar tanto ácidos grasos 
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poliinsaturados de cadena larga como así también insaturados y que posee además 
actividad lisofosfolipasa [55]. 
 
11.3.1.1- PLA1 de T. cruzi 
 
En nuestro laboratorio demostramos en el estadío epimastigote la presencia de actividad 
PLA1 lisosomal con preferencia sobre PC, siendo la única enzima detectada capaz de 
hidrolizar este fosfolípido [57]. Más aun, determinamos que dicha actividad enzimática es 
significativamente mayor en los estadíos infectivos amastigote, tripomastigote y 
tripomastigote metacíclico, localizándose en la membrana celular y siendo secretada 
además al medio extracelular [51,57]. La enzima fue luego aislada y caracterizada, 
determinándose que es una glicoproteína de aproximadamente 38-40 KDa, con actividad 
óptima a pH ácido, independiente de cationes divalentes y activada por detergentes 
[51,57]. Por otra parte, se ha descripto la presencia de una actividad PLA1 asociada a 
membrana pero que actúa sobre PI [58]. 
Con respecto a la función biológica de la PLA1 de T. cruzi, hemos determinado que 
durante la metaciclogénesis se incrementó la actividad PLA1 secretada en simultáneo a 
la aparición de los tripomastigotes metacíclicos, sugiriendo que la misma participaría en 
los procesos de remodelación de la membrana plasmática necesarios para la 
diferenciación parasitaria [51]. Más aún, como T. cruzi es un parásito intracelular, 
durante la invasión y salida desde la célula huésped deben ocurrir mecanismos de 
disrupción de la membrana plasmática y las fosfolipasas parasitarias podrían participar 
en esos procesos. 
En relación al efecto de la PLA1 sobre la célula huésped, demostramos que esta enzima 
modifica el perfil lipídico de células Vero (no fagocíticas) con generación de los 
segundos mensajeros lipídicos diacilglicerol, LPC y AGL y activación simultánea de la 
PKC, sugiriendo su participación en los eventos tempranos de interacción parásito-célula 
huésped que preceden la invasión parasitaria [51] (Figura 12). 
Hemos demostrado además que los Ac anti-PLA1 generados durante el transcurso de la 
infección murina con las cepas de T. cruzi de comportamiento biológico polar RA o K98, 
poseen efecto neutralizante y son capaces de modular la actividad PLA1. Más aún, 
ensayos de invasión de células Vero con tripomastigotes de cultivo en presencia de Ac 
anti-PLA1 de T. cruzi, demostrando que los mismos reducen significativamente la 
invasión parasitaria (aproximadamente 40%). En conjunto, estos hallazgos sugieren la 
participación de la PLA1 en los eventos de interacción que promueven la invasión de T. 
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cruzi a la célula huésped, proponiendo a esta enzima como un nuevo factor de virulencia 
para este parásito [50,59]. 
En relación a la identidad de los genes que codifican para la PLA1 de T. cruzi, en nuestro 
laboratorio hemos identificado, clonado y expresado en sistema procariota uno de los 8 
genes que la codifican (GenBankTM Accession number JN975637) obteniendo una 
proteína recombinante que se localizó principalmente en cuerpos de inclusión [59]. 
Determinamos además que los estadíos infectivos de T. cruzi son capaces de hidrolizar 
in vivo LPC, confirmando la presencia de actividad lisofosfolipasa A en amastigotes y 
tripomastigotes, tal como describimos previamente para epimastigotes [57,59]. La 
detección de la actividad lisofosfolipasa A en T. cruzi, sugiere la existencia en este 
tripanosomátido de una vía que le permitiría metabolizar lisocompuestos y AGL dando 
lugar a la síntesis de novo de PC, similar a lo propuesto para T. brucei [59,60].  
 
Figura 12. Modelo propuesto de interacción PLA1 de T. cruzi – célula huésped    
 
 
Extraído y modificado de la tesis doctoral de M.L. Belaunzarán 2008. 
 
11.3.2- Generación de lípidos bioactivos por Fosfolipasas de tripanosomátidos 
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La actividad PLA ha estado asociada a patogénesis en varios microorganismos tales 
como Escherichia coli, Yersinia spp, Helicobacter pylori, Neisseria spp, Legionella spp., 
Campylobacter spp., Toxoplasma gondii, Entamoeba histolytica y Cryptosporidium 
parvum, entre otros [53]. Las PLAs podrían ejercer actividad citolítica por la acumulación 
de productos desestabilizantes de membrana o por la degradación masiva de 
fosfolípidos de membrana [61]. 
En relación a Tripanosomátidos, se ha estudiado en profundidad la participación de la 
PLA1 en la patogénesis de la Tripanosomiasis africana [53]. En las especies patogénicas 
T. brucei y T. congolense se determinó que la actividad PLA1 aumenta significativamente 
durante los procesos de lisis parasitaria, donde se acumulan grandes cantidades de AGL 
[62]. La PLA1 produce AGL y LPC, siendo este último degradado por la actividad 
lisofosfolipasa para producir más AGL y glicerofosforilcolina. Se ha descripto que los 
AGL tendrían efectos citotóxicos en altas concentraciones y podrían contribuir a la 
inmunosupresión y las alteraciones estructurales en los órganos linfoides observadas en 
las tripanosomiasis africanas [62]. Con respecto a T. cruzi, se ha sugerido que las 
enzimas que degradan fosfolípidos estarían relacionadas con la respuesta inflamatoria 
que aparece alrededor de los nidos de amastigotes en degeneración en diversos tejidos 
de pacientes con enfermedad de Chagas [53,63]. Si bien Ia identidad de estos factores 
es aún desconocida, se ha determinado que los AGL y lisofosfolípidos liberados de 
tripomastigotes de T. cruzi son citotóxicos en altas concentraciones [64]. En este 
sentido, en trabajos previos de nuestro laboratorio hemos demostrado en los diferentes 
estadios de T. cruzi cepa RA, que durante la lisis parasitaria se acumulan rápidamente 
AGL y lisofosfolípidos como consecuencia de la degradación de lípidos endógenos, 
sugiriendo una actividad PLA1. Sin embargo, la acumulación de AGL fue mucho mayor 
que la de LPC, indicando también la acción de actividad lisofosfolipasa A. Se ha 
señalado la capacidad de ciertas PLA1 de actuar en determinadas condiciones también 
sobre Iisofosfolípidos, de modo que no puede descartarse que ambas actividades estén 
relacionadas a la misma enzima [57].  
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11.3.2.1- Ácidos grasos libres y lisofosfolípidos como moléculas bioactivas 
 
Los ácidos grasos presentes en las posiciones sn-1 y sn-2 de los fosfolípidos de las 
membranas celulares son liberados por la acción de fosfolipasas A obteniéndose los 
AGL. En general los AGL saturados están principalmente asociados a efectos pro-
inflamatorios, mientras que los monoinsaturados y poliinsaturados tienen efectos anti-
inflamatorios [65–67]. Ha sido descripto que la liberación de muy pequeñas cantidades 
de AGL permite regular numerosos procesos celulares asociados con el metabolismo 
lipídico actuando como ligandos de diferentes receptores nucleares, por lo que su 
liberación está bajo un riguroso control metabólico [68]. Los AGL que se encuentran 
presentes en baja proporción como el ácido eicosapentaenoico, provocan respuestas 
mucho más robustas que los AGL más abundantes, tal como el ácido oleico, que dan 
respuestas menos intensas [69].  
La acción de las PLAs genera también lisofosfolípidos, moléculas señalizadoras capaces 
de modular la respuesta inmune. En la infección por T. cruzi y L. mayor en particular, se 
ha descripto que la LPC podría tener efecto anti-inflamatorio con la consiguiente 
activación alternativa de los macrófagos, hechos que contribuirían a la evasión del 
sistema inmune y la sobrevida parasitaria [70,71]. Magalhaes y col. han determinado que 
la LPC de Schistosoma manzoni tiene un efecto pro-inflamatorio sobre macrófagos, 
mientras que en un trabajo posterior los mismos autores determinaron que esta misma 
molécula induce polarización del fenotipo macrofágico hacia macrófagos 
alternativamente activados [72,73]. Ha sido postulado por lo tanto que este lisofosfolípido 
bioactivo podría tener un efecto dual que dependería de la concentración y/o tipo de 
ácido graso presente en dicha molécula [74]. 
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11.3.3- Anticuerpos anti-fosfolípidos en infecciones 
 
Los Ac anti-fosfolípidos son inmunoglobulinas de isotipo IgG, IgM o IgA que reconocen 
fosfolípidos y/o proteínas plasmáticas unidas a fosfolípidos. Los Ac que reconocen 
proteínas plasmáticas unidas a fosfolípidos se encuentran mayoritariamente en las 
patologías autoinmunes donde luego de la unión al fosfolípido, la proteína cambia su 
conformación para formar un neo-epitope o bien la unión del fosfolípido desenmascara 
un epitope proteico críptico que es luego reconocido por el sistema inmune como 
antigénico [75]. Con respecto a los epitopes antigénicos reconocidos por los Ac anti-
fosfolípidos, se ha descripto que un Ac monoclonal anti-PC obtenido contra liposomas 
sintéticos de PC, mostró variaciones en la unión que dependían del largo y/o grado de 
saturación de las cadenas de ácidos grasos [75,76]. Existen además, estudios que 
otorgan gran importancia al grupo fosforilcolina como principal epitope reconocido por Ac 
anti-PC [77,78].  
La presencia de los Ac anti-fosfolípidos se ha descripto en enfermedades asociadas a 
inflamación de tejidos, desórdenes inmunológicos, embarazo y envejecimiento, así como 
en infecciones por Treponema pallidum y diversos protozoarios [79]. En este sentido, se 
ha demostrado en el desafío con Plasmodium chabaudi chabaudi que la presencia de Ac 
anti-PC reduce la parasitemia [80]. Además, en el caso de niños con malaria severa se 
demostró que durante la infección se producen altos títulos de IgM anti-PI y anti-PC [81]. 
La inducción de Ac anti-fosfolípidos y el desarrollo de síndrome antifosfolipídico se ha 
asociado con infecciones por virus, bacterias y protozoos [82–85], siendo cardiolipina el 
fosfolípido aniónico más estudiado en relación con este síndrome. En particular, en la 
enfermedad de Chagas se demostró una asociación entre los Ac anti-T. cruzi y los Ac 
anti-cardiolipina de isotipo IgM e IgG en pacientes crónicos. En este sentido, la 
cardiolipina podría ser uno de los estímulos antigénicos necesarios para el desarrollo de 
la cardiopatía chagásica dado que se encuentra en cantidades significativas en el 
corazón, órgano blanco de esta parasitosis [86]. 
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12- RESPUESTA INMUNE CONTRA T. cruzi  
 
La capacidad de T. cruzi para infectar a un huésped, sobrevivir, desarrollarse y causar la 
enfermedad de Chagas depende de un complejo equilibrio entre la producción de 
citoquinas Th1 y Th2, ya que presentan efectos antagonistas, siendo el primero protector 
para el huésped y el último para el parásito [87]. 
La infección por T. cruzi activa, durante la fase aguda, tanto la respuesta inmune innata 
como la adaptativa. Estas respuestas implican la activación del sistema del 
complemento, macrófagos, células NK, células B, células T CD4+ y CD8+, así como la 
producción de citoquinas pro-inflamatorias como IFN-, TNF-, IL-12 e IL-17 [88]. 
T. cruzi es un microorganismo de residencia principalmente intracelular y su eliminación 
depende en gran medida de la producción de citoquinas específicas de perfil Th1: IL-12, 
IFN-, TNF-. En la mayoría de los casos, esta fuerte respuesta Th1 está asociada a una 
inmunidad protectiva, pero también puede asociarse a la patogénesis de esta 
enfermedad debido a una fuerte reacción inflamatoria [13,89].  
La respuesta inmune innata tiene un papel fundamental en al menos dos aspectos de la 
enfermedad de Chagas: 1) el control de la replicación y diseminación parasitaria a los 
tejidos y 2) la reacción inflamatoria en los tejidos infectados del huésped. En este 
sentido, se ha establecido la participación de las citoquinas específicas de perfil Th1 
junto con las especies reactivas del nitrógeno en la resistencia del huésped durante la 
etapa temprana de la infección y en la génesis de la miocarditis [13]. Más aún, las 
células NK y las células presentadoras de antígenos profesionales, dendríticas y 
macrófagos, son elementos claves para el control inicial de la replicación de T. cruzi. En 
relación a esto, se ha demostrado que la producción de TNF- IFN-, IL-12, IL-22, IL-6, 
IL-10 y CCL2 y la expresión de CD40, CD80, MHC-II, PD-L1, CCR5 y CCR7 puede ser 
diferente dependiendo de la cepa de T. cruzi utilizada.  
Asimismo, las células de la inmunidad innata forman un puente entre la inmunidad innata 
y la adaptativa, produciendo citoquinas (IL-12) necesarias para la diferenciación y 
expansión clonal de linfocitos Th1 CD4+ así como de las células T CD8+ y células B 
plasmáticas. Los Ac producidos por estas últimas opsonizan los tripomastigotes 
facilitando su lisis mediada por complemento y fagocitosis. El IFN- producido por las 
células Th1 CD4+ o células T CD8+ activa los mecanismos efectores en los macrófagos 
para destruir tanto los amastigotes como los tripomastigotes fagocitados, mientras que la 
actividad citotóxica exhibida por las células T CD8+ destruye las células que contienen 
amastigotes intracelulares [90] (Figura 13). 
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Figura 13. Respuesta inmune innata y adaptativa durante la infección por 
Trypanosoma cruzi 
 
 
IFN-, interferón ; IL, interleuquina; NK, asesino natural; Thp, célula precursora Th; TNF-, 
factor de necrosis tumoral RNI: Especies reactivas del nitrógeno; Tripo: tripomastigotes; Ama: 
amastigotes. Extraído y traducido de Junqueira y col, 2010. 
 
T. cruzi ha co-evolucionado con el humano durante 6.000-9.000 años y con mamíferos 
silvestres incluso más tiempo, por lo tanto, este protozoo ha desarrollado diversos 
mecanismos para evadir el sistema inmune estableciendo infecciones a largo plazo y al 
mismo tiempo reduciendo el daño al huésped. Entre las diversas estrategias de evasión 
que ha desarrollado se destacan: expresión de moléculas de superficie que interfieren 
con componentes de la vía del complemento, reclusión intracelular, expresión de 
enzimas anti-oxidantes, escape del fagolisosoma, multiplicación de los amastigotes en 
respuesta a estrés oxidativo, activación policlonal de células B, hipergammaglobulinemia 
e inducción de anticuerpos inespecíficos. Otro mecanismo involucrado en la persistencia 
parasitaria es la manipulación de la función de las células dendríticas que impide el 
montaje de una adecuada respuesta inmune por parte del huésped. Por último, el 
establecimiento de una respuesta inmune CD8+ anti-T. cruzi dirigida a epítopes 
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inmunodominantes del parásito controla la parasitemia y la infección de tejidos, pero no 
logra eliminar por completo el parásito [47,91]. 
 
13- MACRÓFAGOS  
 
Los macrófagos son células del sistema inmune altamente especializadas y cumplen un 
papel destacado en la inmunidad contra patógenos ya que tienen alta capacidad 
fagocítica y microbicida. En todos los tejidos los macrófagos actúan como centinelas del 
sistema inmune innato, colaborando con el adaptativo frente a estímulos nocivos. Las 
poblaciones de macrófagos se caracterizan por ser las más pleiotrópicas del sistema 
inmune ya que al activarse pueden adquirir distintas características fenotípicas [92]. 
 
13.1- Polarización de macrófagos  
 
Las señales del microambiente en el que residen los macrófagos determinarán el 
fenotipo de los mismos: macrófagos clásicamente activados (M1) o macrófagos 
alternativamente activados (M2). La diferenciación de los macrófagos presenta un 
amplio espectro fenotípico entre los extremos M1/M2 y es además un proceso dinámico 
que puede revertirse dependiendo del entorno (Figura 14) [92,93]. 
La activación clásica de macrófagos se produce por la estimulación de citoquinas (IFN-) 
y productos microbianos como lipopolisacárido (LPS). Este perfil se caracteriza por la 
secreción de citoquinas pro-inflamatorias (IL-1, IL-6, TNF-), quimiocinas (CCL15, 
CCL20, CXCL13) y especies reactivas de oxígeno (ROS) y del nitrógeno [92,94,95]. 
El control de la infección por T. cruzi requiere la generación de una respuesta con perfil 
Th1, con activación clásica de macrófagos dependiente de IFN-. Estos poseen una 
elevada capacidad para presentar antígenos y producir IL-6, IL-1, TNF- e 
intermediarios con efecto microbicida, tales como óxido nítrico (ON) generado por la 
enzima óxido nítrico sintetasa inducible (iNOS) y ROS. Se ha descripto que la activación 
de los macrófagos es importante para eliminar a T. cruzi en su estadío intracelular tanto 
en ensayos in vivo como in vitro. El IFN- producido en un primer momento por las 
células NK y por los linfocitos al iniciar la respuesta adaptativa, posee un papel 
importante al inducir la activación de los macrófagos que promueven la inhibición de la 
replicación parasitaria. La actividad tripanocida de los macrófagos depende de la 
producción de ON, el cual está asociado al control y resistencia del huésped a la 
infección, sin embargo, su acumulación causa daño tisular [89]. 
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Por el contrario, la activación alternativa de macrófagos por los linfocitos Th2 se produce 
en presencia de las citoquinas anti-inflamatorias IL-4, IL-10, TGF- e IL-13, complejos 
inmunes o glucocorticoides [96]. Los macrófagos M2 tienen propiedades anti-
inflamatorias, se tornan permisivos al desarrollo parasitario activando la biosíntesis de 
poliaminas por la vía de Arginasa-1 (Arg-1) y están asociados a remodelación tisular y 
procesos pro-angiogénicos [97]. La enzima Arginasa es estimulada por IL-4 e IL-13 y 
compite con iNOS por el sustrato L-arginina, inhibiendo la liberación de óxido nítrico 
(ON) [98]. Los macrófagos productores de Arginasa participan en procesos de 
reparación tisular, fibrogénicos, en síntesis, de colágeno y pueden tener acciones anti-
inflamatorias mediante la producción de poliaminas (putrescina, espermidina y 
espermina) que inhiben la expresión de iNOS y la síntesis de citoquinas pro-
inflamatorias en células mononucleares humanas [98]. La regulación cruzada de los 
niveles iNOS/Arg-1, sugiere que las mediciones de los niveles de ON y de la actividad 
Arginasa en distintas poblaciones de macrófagos podría reflejar su estado de activación 
y servir como patrón de diferenciación en macrófagos murinos [99] (Figura14).  
 
Otros marcadores utilizados en la caracterización de la activación alternativa de 
macrófagos son: 
 
YM1, también conocido como Chil-3, es una lectina que se une a los glúcidos que 
presentan un grupo amino libre tales como glucosamina, galactosamina, quitina y 
heparina. Este receptor comparte homología con otras quitinasas, carece de actividad 
enzimática y es secretado principalmente por los macrófagos peritoneales y alveolares 
durante procesos inflamatorios y alérgicos [100]. 
 
FIZZ-1 (Found in inflammatory zone), también conocido como molécula tipo resistina alfa 
(RELM), es una proteína secretada rica en cisteína, inducida por IL-4 e IL-13 y está 
relacionada con el metabolismo lipídico y la fibrogénesis. Este marcador se ha detectado 
en los macrófagos alternativamente activados y se determinó que su expresión aumenta 
durante la inflamación alérgica pulmonar y durante las infecciones parasitarias con B. 
malayi, T. congolense y T. crassipiens [100]. 
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IL-10, citoquina regulatoria, es producida por macrófagos activados y células B y T, 
siendo su principal efecto la supresión de la activación macrofágica y la inhibición de la 
producción de TNF-, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 y GM-CSF. IL-10 suprime la expresión de 
CMH-II en los macrófagos activados por lo que es un potente inhibidor de la 
presentación antigénica. Además, IL-10 inhibe la producción de IFN- por las células Th1 
y NK e induce el crecimiento, diferenciación y secreción de inmunoglobulinas por las 
células B. Los macrófagos se ven afectados autócrinamente por IL-10, la que disminuye 
su actividad microbicida y favorece el establecimiento del patógeno, pero a su vez ayuda 
a controlar el daño tisular producido por una respuesta inmune exacerbada del huésped 
[99,101]. En T. cruzi en particular, se ha determinado que la IL-10 es necesaria para 
evitar una excesiva respuesta pro-inflamatoria del huésped, inhibiendo la síntesis de 
citoquinas por las células Th1 [102,103]. 
 
Figura 14. Polarización de macrófagos M1/M2 
 
 
IC: complejos inmunes; ApC: células apoptóticas; Gluc: glucocorticoides. 
Extraído y traducido de Arango Duque y col., 2014 [104].  
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14- RECEPTORES TIPO TOLL (TLRs) Y ANTÍGENOS LIPÍDICOS 
 
Los receptores tipo toll (TLRs) se expresan tanto en células de la inmunidad innata, 
como macrófagos y células dendríticas, así como en células no inmunitarias como 
fibroblastos y células epiteliales. El sistema inmune innato reconoce un amplio espectro 
de microorganismos patógenos mediante receptores de reconocimiento de patrones, 
siendo los TLRs los más estudiados de esta familia. Estos receptores juegan un papel 
crítico en la respuesta inmune ya que pueden reconocer e interactuar con moléculas 
conservadas de microorganismos que van desde virus hasta parásitos, denominados 
patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs) [105–110]. Se han descripto diez 
TLRs funcionales en humanos y doce en ratón, siendo TLR 1 al 9 similares en ambas 
especies. En particular, TLR 1, TLR 2, TLR 4 y TLR 6 se expresan en la superficie 
celular y están involucrados en el reconocimiento de PAMPs extracelulares, siendo los 
lípidos y moléculas con componentes lipídicos, ligandos de los mismos [105,111]. TLR4 
reconoce el lipopolisacárido bacteriano, TLR 2 reconoce una amplia variedad de PAMPs 
y forma heterodímeros con TLR 1 o TLR 6 para discriminar entre diferentes estructuras 
moleculares [112,113]. TLR 2 en conjunto con TLR 1 reconoce lipopéptidos triacilados, 
mientras que en cooperación con TLR 6 reconoce lipopéptidos diacilados [108,114]. Con 
respecto a protozoos, se ha descripto que moléculas de parásitos como T. cruzi, T. 
brucei, Toxoplasma gondii, L. major y P. falciparum son reconocidas por los TLRs [115]. 
En T. cruzi en particular, se ha descripto que glicolípidos derivados del parásito 
producen activación de TLR 2 (GPI) y de TLR 4 (GIPL) en macrófagos humanos y 
murinos, resultando en la producción de IL-12, TNF-α y [116,117]. Los TLRs modulan la 
expresión de cientos de genes del huésped a través de una estructura compleja de 
señales que posibilitan una respuesta apropiada frente a un patógeno determinado 
[118]. Los mismos inician la respuesta inflamatoria a través de la activación de NF-B y 
otros factores de transcripción, con la consecuente producción de citoquinas pro-
inflamatorias, quimiocinas e intermediarios reactivos de oxígeno y del nitrógeno para 
eliminar a los patógenos. Estos procesos no sólo desencadenan respuestas defensivas 
innatas del huésped, como la inflamación, sino que también desencadenan y orquestan 
respuestas inmunes adaptativas antígeno específicas al activar células presentadoras de 
antígenos, colaborando en las respuestas de las células T [110,119] (Figura 15). 
  
Introducción 
 
 
42 
 
Figura 15. Ligandos, vías de señalización y respuesta desencadenada a través de 
TLRs en modelo murino 
 
  
Extraído y modificado de O'Neill y col., 2013 doi: 10.1038/nri3446. 
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15- CUERPOS LIPÍDICOS EN LA RESPUESTA INMUNE 
 
Los cuerpos lipídicos son organelas dinámicas e hidrofóbicas presentes en la mayoría 
de las células eucariotas y que actúan como reguladores críticos en diferentes procesos 
inflamatorios, siendo considerados marcadores estructurales de activación leucocitaria. 
Estas organelas están compuestas por una monocapa de fosfolípidos con una 
composición de ácidos grasos particular, diversas proteínas y un centro de lípidos 
neutros. Las mismas poseen además enzimas involucradas en el metabolismo lipídico, 
tráfico de membrana, señalización intracelular y producción de mediadores inflamatorios 
[120–122]. En condiciones de reposo los leucocitos presentan una cantidad basal de 
cuerpos lipídicos y su aumento en número y tamaño se asocia a infecciones y otras 
condiciones inflamatorias. Este hecho, detectable al poco tiempo de la estimulación 
antigénica, dependería de la interacción patógeno-huésped y/o del efecto amplificador 
de componentes microbianos y citoquinas / quimiocinas liberadas por el huésped [123]. 
Más aún, el incremento de cuerpos lipídicos durante las infecciones por 
microorganismos se correlaciona entre otras variables, con la generación de 
eicosanoides y la localización dentro de estas organelas de enzimas formadoras de 
eicosanoides, como Ciclooxigenasa 2 (COX-2) [123–125] (Figura 16).  
 
Figura 16. Cuerpos lipídicos y co-localización de COX-2  
 
                           
 
En la imagen se observa en detalle un cuerpo lipídico (LB) y los puntos dentro de este 
corresponden a la enzima COX-2, detectada mediante inmunomarcación con Ac específicos. N: 
núcleo. Extraído de Melo y col. 2011 [125].  
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En T. cruzi se ha demostrado en un modelo de infección aguda en ratas, la correlación 
entre la respuesta inmune innata y el incremento en el número y tamaño de los cuerpos 
lipídicos en macrófagos peritoneales y cardíacos [126] (Figura 17). Más aún, durante la 
infección por este parásito se ha descripto que los macrófagos son una fuente 
importante de PGE2 [127–129]. En este sentido, se ha determinado en dichas células el 
aumento simultáneo de la formación de cuerpos lipídicos y de la expresión de COX-2, 
pudiendo considerarse por consiguiente a los cuerpos lipídicos los responsables de la 
elevada producción de prostaglandinas durante la infección por T. cruzi [124]. Ha sido 
demostrado además que la generación de cuerpos lipídicos es vía TLR 2 [124]. 
 
 
Figura 17. Los cuerpos lipídicos se forman activamente dentro de los macrófagos 
luego de la infección con T. cruzi 
 
En la imagen se muestran: (A) un macrófago no activado con un pequeño número de cuerpos lipídicos 
(LB) en el citoplasma. (B) Un macrófago activado (12dpi) con el incremento en el número de cuerpos 
lipídicos y presencia de extensiones de su superficie. Las muestras se analizaron por microscopía 
electrónica de transmisión. N: núcleo. Barra de escala = 1 μm. Extraído de Melo y col. 2011 [125]. 
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16- CICLOOXIGENASAS  
 
La Ciclooxigenasa (COX) o prostaglandina-endoperóxido sintasa, es una enzima que 
permite al organismo producir eicosanoides a partir del ácido araquidónico. Esta enzima 
posee dos isoformas, COX-1 y COX-2, ambas presentes en los macrófagos. COX-1 se 
expresa constitutivamente y es responsable de la biosíntesis de prostaglandinas 
involucradas en la homeostasis vascular y COX-2 es inducida en respuesta a factores de 
crecimiento y citoquinas, expresándose de manera sostenida durante procesos 
inflamatorios [130]. El ácido araquidónico es un ácido graso poliinsaturado que da origen 
a diferentes productos según la vía metabólica que se estimule [130]. Cuando se induce 
la expresión de COX-2 se pueden generar prostaglandinas, prostaciclinas o 
tromboxanos, mientras que si interviene la enzima lipooxigenasa se producen 
leucotrienos y lipoxinas. Estos eicosanoides tienen acción dependiente del tejido y del 
microambiente de citoquinas y quimiocinas. 
 
 
17. FACTOR NUCLEAR-B (NF-B) 
 
El Factor Nuclear-B (NF-B) es un blanco importante en la señalización por TLRs ya 
que actúa como regulador clave de la respuesta inflamatoria (Figura 18) [131]. NF-B es 
un dímero formado por las subunidades p65 y p50 siendo miembro de la familia de 
proteínas NF-B/Rel y está presente en el citoplasma en su forma inactiva, unido a su 
inhibidor IB. Ante la recepción de una señal apropiada, IB es degradado, NF-B es 
liberado y transloca al núcleo para regular positivamente la transcripción de genes 
específicos tales como IL-1, IL-6, IL-8 y TNF-. Si bien NF-B es un factor inducible, no 
requiere la síntesis de novo de proteínas, por lo que la señal se transmite rápidamente. 
La activación de NF-B es regulada por su inhibidor citoplasmático IB, que mientras 
está unido a NF-B, enmascara su señal de localización nuclear, manteniéndolo en el 
citoplasma. IB forma parte de una gran familia de moléculas inhibitorias que incluyen a 
IB, IB, IB, IB y Bcl-3 [131]. Fisiológicamente, la característica distintiva de IBα, 
es su habilidad para regular la inducción rápida y transitoria de NF-B, ya que la 
activación de éste último causa la regulación positiva de la transcripción de IB, que 
sirve para terminar la señal. NF-B regula la expresión de muchas citoquinas y 
quimiocinas con papeles críticos en la respuesta inmune innata, moléculas de adhesión, 
proteínas de fase aguda, cuerpos lipídicos, enzimas inducibles (iNOS y COX-2) y 
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péptidos anti-microbianos [132,133]. Este factor puede ser activado por distintos 
estímulos tales como productos microbianos, citoquinas pro-inflamatorias, mitógenos de 
LT y LB y estrés físico o químico. Algunos inductores de esta vía son, ellos mismos, 
productos de una cascada de transducción de señales como por ejemplo: IL-1, TNF-, 
esfingomielina, ionóforos de calcio, entre otros [134].   
 
Figura 18. Vías de señalización involucradas en la activación de NF-B 
 
Extraído de Baker y col., 2010.  
Introducción 
 
 
47 
 
18- RECEPTORES ACTIVADOS POR FACTORES DE PROLIFERACIÓN 
PEROXISOMAL (PPAR) 
 
En relación a la regulación de la respuesta inflamatoria, uno de los mecanismos de 
control de la activación de NF-B es a través de los PPAR. Estos receptores nucleares 
pertenecen a la superfamilia de receptores de hormonas esteroideas de tipo I y se los 
conoce como sensores biológicos del metabolismo de lípidos. Los mismos están 
involucrados además en otros procesos biológicos relevantes tales como: crecimiento, 
desarrollo, apoptosis y resolución de la inflamación en diversos tipos celulares [135]. 
Las diversas funciones de los PPAR son mediadas por tres subtipos diferentes de este 
receptor: PPARα, PPARβ/δ y PPAR, que se expresan en diferentes tejidos y etapas de 
desarrollo de la célula, pudiendo presentar ligandos, genes blanco y funciones biológicas 
distintas [136]. En particular, PPAR es un modulador del metabolismo de ácidos grasos 
y otros lípidos y posee importantes funciones anti-inflamatorias en macrófagos y en 
diversos tejidos como el cardíaco. Además, puede ser activado por varios ligandos 
fisiológicos como el ácido docosahexaenoico, ácido linoleico, ácido araquidónico, LDL y 
eicosanoides como 15-Deoxi-Δ-12,14-prostaglandina J2 [137,138].  
En relación a la modulación de la respuesta inflamatoria en macrófagos PPAR 
heterodimeriza con el receptor X retinoide (RXR), un tipo de receptor nuclear que es 
activado por el ácido 9-cis-retinoico. Una de las funciones represivas de PPAR es inhibir 
la expresión de genes relacionados con inflamación (citoquinas: IL-1β, TNF-α e IL-6, sus 
receptores, moléculas de adhesión y enzimas inducibles ej: iNOS) por varios 
mecanismos, tanto de manera ligando dependiente como independiente [139]. De estos 
mecanismos de control, el más estudiado para NF-B es la transrepresión, el cual 
implica la unión de PPAR al factor de transcripción, inhibiendo de esta manera la 
transcripción de sus genes diana, siendo independiente de la unión de PPAR-RXR a los 
elementos de respuesta a PPAR en los promotores del gen diana [140]. Además de 
atenuar la activación clásica de macrófagos (M1), las propiedades inmunomoduladoras 
de PPAR promueven la activación alternativa de macrófagos (M2), por acción de IL-4 y 
ligandos lipídicos endógenos (ej: AGL) [141,142]. En relación a la infección por 
microorganismos, se ha descripto que PPAR actúa como un regulador negativo de la 
activación macrofágica tanto en la infección con T. cruzi, L. donovani, Mycobacterium 
tuberculosis y Schistosoma mansoni [73,143,144]. 
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Figura 19. Regulación de la activación de NF-B por PPAR 
 
Extraído de Ricote y col., 2007 [140]. 
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OBJETIVO GENERAL 
Estudiar el efecto de la PLA1 de Trypanosoma cruzi y de los extractos lipídicos totales de 
amastigotes de T. cruzi cepas RA (alta virulencia) y K98 (baja virulencia), sobre la 
respuesta inflamatoria en macrófagos. 
OBJETIVOS PARTICULARES 
Parte A 
Para estudiar la contribución de la PLA1 como antígeno relevante en la respuesta 
inmune contra T. cruzi, se procedió a: 
• Clonar y expresar la PLA1 en el sistema eucariota baculovirus-células de insecto. 
• Evaluar la presencia de anticuerpos anti-PLA1 en los sueros de ratones infectados 
con las cepas RA o K98 de T. cruzi a diferentes tiempos post-infección. 
• Estudiar la respuesta inflamatoria en macrófagos estimulados con la PLA1 
recombinante de T. cruzi. 
 Parte B  
Para estudiar la contribución de los extractos lipídicos totales de amastigotes de T. cruzi 
(cepas RA y K98) como antígenos relevantes en la respuesta inmune contra T. cruzi, se 
procedió a: 
• Estudiar la composición de los extractos lipídicos totales de amastigotes de T. 
cruzi de la cepa RA (RA y RAinc) y de la cepa K98 (K98 y K98inc). 
• Comprobar la participación de PLA1 de T. cruzi en la modificación de los extractos 
lipídicos de amastigotes, previamente sugerida por nuestro grupo. 
• Evaluar la presencia y actividad lítica de Ac anti-fosfolípidos en sueros de ratones 
infectados con T. cruzi cepas RA o K98. 
• Analizar el efecto de los extractos lipídicos totales de amastigotes de T. cruzi (RA, 
RAinc, K98 y K98inc) sobre la respuesta inflamatoria en macrófagos. 
• Evaluar la participación de los TLRs en la respuesta inflamatoria vía NF-B  
inducida por los extractos lipídicos totales de amastigotes de T. cruzi cepas RA y 
K98 (RA, RAinc, K98 y K98inc) y la contribución de PPAR en su regulación.
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MATERIALES 
 
Las placas de cultivo de 96, 24, 12 y 6 pocillos, microplacas de plástico MaxiSorp fueron 
obtenidas de Nunc (Roskilde, Dinamarca). Las soluciones de penicilina y streptomicina 
fueron comprados a Gibco BRL (Grand Island, Nueva York, USA). El suero fetal bovino 
calidad biotecnológica fue adquirido en Internegocios S.A. (Mercedes, Buenos Aires, 
Argentina). El cóctel de inhibidores de proteasas, N-Tosil-Lys-clorometilcetona (TLCK), 
trans-epoxisuccinil-L-leucilamida-(4-guanidino)-butano (E-64), azida sódica, N,N,N,N'-
tetrametilenediamina (TEMED), persulfato de amonio (PSA), dodecil sulfato de sodio 
(SDS), azul de Bromofenol, tris-(hidroximetil)-aminoetano (TRIS), glicina, azul 
Coomassie R-250, rojo Ponceau S, Tween-20, seroalbúmina bovina fracción V (BSA), 
ditiotreitol (DTT), 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-bromuro de difeniltetrazolio (MTT), -
isonitrosopropiofenona (ISPF), estándares de lípidos, revelador y fijador para placas 
autoradiograficas, lipopolisacárido de Escherichia coli (serotipo O127:b8), aceite rojo O y 
azul tripán y el anticuerpo monoclonal anti-Histidina se obtuvieron de Sigma Chemical 
Co. (St. Louis, MO, USA). Las membranas de nitrocelulosa Hybond ECL y las placas 
autoradiográficas se obtuvieron de General Electric Life Sciences (Piscataway, NJ, 
USA). Los Ac anti-COX-2, anti-Arginasa-1, anti-p65, anti-IB, anti- actina murina, anti-
IgG de ratón, anti-IgG de cabra y anti-IgG de conejo conjugado a peroxidasa se 
obtuvieron de Santa Cruz Biotechnology Inc (CA, USA). Los reactivos A y B para 
reacción de Griess se obtuvieron de Britania (Buenos Aires, Argentina). El reactivo para 
determinación de proteínas Bio-Rad se obtuvo de Bio-Rad Laboratorios (Hércules, CA, 
USA). El sustrato quimioluminiscente Supersignal® West, kit de extracción de ADN a 
partir de geles de agarosa GeneJET™, kit de minipreparación de plásmidos GeneJET™, 
Phusion High-Fidelity DNA Polymerase, Celfectina II, ampicilina, tetraciclina, kanamicina, 
gentamicina, Lipofectamina 2000, Trizol, medio de cultivo Sf900 y resina Ni-NTA 
agarosa.  
Los medios de cultivo RPMI 1640, Opti-MEM, SOC y DMEM, RNAsa A, sustrato Bluo-
Gal, marcadores pre-teñidos de peso molecular, ADN MassRuler Express Forward DNA 
Ladder Mix y el vector de expresión pDisplay se obtuvieron de Thermo Fisher Scientific 
Inc., (Rockford, IL, USA). Los cromatofolios de Sílica Gel 60 para cromatografía en capa 
delgada y los solventes orgánicos de grado analítico se compraron en Merck 
Biosciences (Darmstadt, Alemania). La 1-hexanoyl-2-{6-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-
yl)amino]hexanoyl}-sn-glycero-3-phosphocholine (NBD-PC) se obtuvo de Avanti Polar  
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Lipids, Inc. (Alabaster, AL, USA). La clorpromazina se compró en GlaxoSmithKline 
Pharmaceuticals (Harlow, UK). El vector de clonado pGEM-T Easy Vector, buffer de lisis 
pasivo, GoTaq DNA Polimerasa y el sistema de doble reportero Firefly- Renilla luciferasa 
se obtuvo de Promega Corporation (Madison, WI, USA). Las enzimas de restricción Xho 
I y Hind III de New England Biolabs Inc. (Ipswich, MA, USA). El lipopéptido estimulante 
de fibroblastos-1 (FSL-1) y Pam3CSK4 (P3C) se obtuvieron de InvivoGen Inc. (San 
Diego, CA, USA). El kit de ELISA DuoSet CXCL8/IL-8 humano se compró en R&D 
Systems (Minneapolis, MN, USA). Los cebadores cebadores, dNTPs y colorante para 
ADN GelRed se obtuvieron de Genbiotech SRL. (Buenos Aires, Argentina). La 
transcriptasa reversa FIREscript y 5x HOT FIREPol® EvaGreen®qPCR Mix Plus (ROX) 
se adquirieron de Solis Biodyne (Tartu, Estonia).  
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MÉTODOS 
1- MACRÓFAGOS J774 
 
Las células fueron mantenidas en monocapa por pasajes semanales en medio RPMI 
1640 suplementado con 20 mM Hepes, 100 U/ml penicilina y 100 µg/ml estreptomicina a 
37°C y 5% CO2. Las mismas se utilizaron para la obtención de amastigotes de cultivo y 
en los ensayos de estimulación con PLA1 recombinante y posterior determinación de la 
expresión de COX-2, liberación de óxido nítrico y secreción de TNF-. 
 
2- PARÁSITOS 
 
Amastigotes: Se utilizaron amastigotes de T. cruzi de cultivo celular de la cepa RA (alta 
virulencia, UDT Tc VI), mantenida por pasajes semanales en ratones CF1 de 21 días de 
edad y de la cepa K98 (derivada de la cepa CA-1, baja virulencia, UDT Tc I), mantenida 
por pasajes cada 45 días en ratones CF1 de 21 días de edad [25,26,28,30]. Para su 
obtención se sembraron macrófagos J774 (6-8x106) en botellas de 75 cm2 y se 
incubaron en medio RPMI 1640 + 10% SFB a 37°C y 5% CO2 por 24 h. Luego se las 
infectó con tripomastigotes sanguíneos de las cepas RA o K98 (10 parásitos / 
macrófago) por 24 h a 37°C y 5% CO2. Los macrófagos se lavaron luego con PBS, se 
adicionó medio fresco y se incubaron a 37°C y 5% CO2. A los 7-10 días post-infección se 
recolectaron los sobrenadantes con los amastigotes, se centrifugaron a 1000 g y el 
sobrenadante conteniendo los parásitos se centrifugó nuevamente a 12000 g, 30 min, 
20°C, obteniéndose aproximadamente 1-2x107 amastigotes / botella. Los parásitos 
fueron lavados con PBS estéril, se contaron en cámara de Neubauer y se almacenaron a 
-80°C hasta su utilización. 
 
Epimastigotes: se utilizaron epimastigotes de T. cruzi de la cepa RA mantenidos por 
pasajes semanales en cultivo axénico en medio bifásico [145] y cuantificados por 
microscopia óptica en cámara de Neubauer.  
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3- CLONADO Y EXPRESIÓN DE PLA1 RECOMBINANTE DE T. CRUZI EN SISTEMA 
BACULOVIRUS-CÉLULAS DE INSECTO 
 
Con la finalidad de obtener la PLA1 recombinante de T. cruzi de forma activa, se realizó 
un nuevo clonado en el sistema de expresión eucariota baculovirus - células de insecto, 
utilizando como templado la enzima clonada previamente en sistema procariota [59]. 
Estos ensayos se realizaron en colaboración con los Dres. María Gabriela Lopez y 
Oscar Taboga del Instituto de Biotecnología, INTA, Castelar, Buenos Aires, Argentina. 
 
3.1- Amplificación de la PLA1 de T. cruzi por Reacción en Cadena de la Polimerasa 
(PCR) 
 
Con el objeto de amplificar el gen de la PLA1 de T. cruzi (GenBank, número de acceso: 
JN975637.1), se desarrolló un protocolo de PCR en el que se utilizaron los siguientes 
cebadores específicos: 
 
Cebador sentido: 5´ ctc gag aac ATG CGC CGC CGC CGC A 3’ 
 
Cebador anti-sentido: 5' aag ctt TCA GTG ATG GTG ATG GTG ATG AGA CTC TCT 
GTG ACG CGC 3' 
 
La reacción de PCR con gradiente se realizó en un termociclador (Esco Thermal Cycler - 
Swift Maxi) con las siguientes condiciones: 
 
Cebador sentido (10 μM):   1 μl 
Cebador anti-sentido (10 μM):  1 μl 
dNTPs (2,5 mM c/u):   6 μl 
ADN Phusion Polimerasa (5U/ μl): 0,2 μl 
Buffer HF (5X):    10 μl 
MgCl (50 mM):    2 μl 
DMSO:     1 μl 
H2O:      27,8 μl 
ADN plasmídico (0,5 ng/μl):   1 μl 
______________________________________ 
Volumen final:     50 μl 
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Se realizó un paso inicial de separación de la doble hebra de ADN de 4 min a 94°C y 
luego 35 ciclos en las siguientes condiciones: 
 
- 30 s a 94°C (separación de la doble hebra de ADN) 
- 40 s a 60, 62, 64, 66 ó 68 °C (apareamiento de los cebadores a las hebras de 
ADN) 
- 90 s a 72°C (extensión de los cebadores por la ADN Polimerasa) 
 
Como control negativo se realizó una reacción con todos los reactivos mencionados al 
cual no se le adicionó ADN plasmídico. 
 
3.2- Purificación del producto de PCR desde un gel de agarosa 
 
Los productos amplificados se separaron en un gel de agarosa 1.5 %, a 80 V durante 40 
min y la presencia de bandas se confirmó por tinción del gel con el colorante para ADN 
GelRed y visualización por exposición del gel a luz ultravioleta en un transiluminador. 
Luego, el producto de PCR donde se obtuvo una banda única de amplificación (de 
aproximadamente 1050 pb) se purificó utilizando el kit de extracción de ADN a partir de 
geles de agarosa GeneJET™, basado en una resina de intercambio iónico donde el 
ADN se adsorbe selectivamente a una membrana de sílica-gel, según instrucciones del 
fabricante y eluyendo en un volumen final de 25 μl. 
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3.3- Agregado del extremo cohesivo 3'-A a la PLA1 de T. cruzi amplificada por PCR 
 
El producto de PCR obtenido poseía extremos romos porque se utilizó la ADN 
polimerasa Phusion, enzima con actividad correctora exonucleasa 3´→5´, por lo que 
para poder realizar el clonado posterior en el vector pGEM-T se debió añadir un extremo 
cohesivo de desoxiadenosina libre (3'-A), utilizando la ADN polimerasa GoTaq que 
carece de dicha actividad, por incubación a 72 °C durante 20 min. 
 
La reacción se realizó en las siguientes condiciones: 
 
dATP (10 mM):    0,4 μl 
GoTaq DNA Polimerasa (5 U/μl):  0,2 μl 
Buffer (5X):     4 μl 
MgCl (25 mM):    3,2 μl 
H20:      2,2 μl 
Producto de PCR purificado  10 μl 
           _____________________________________ 
Volumen final:    20 μl 
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3.4- Clonado de los productos de PCR en el vector pGEM-T easy 
 
Los productos purificados provenientes de la amplificación por PCR del gen de la PLA1 
con extremos cohesivos fueron clonados en el vector pGEM-T utilizando el kit comercial 
pGEM-T easy vector (Figura 1). Este método permite una ligación directa entre el 
plásmido linealizado, que contiene extremos cohesivos los cuales constan de una 
desoxitimidina libre (3'-T) y los productos de la amplificación, a los cuales la polimerasa 
les ha adicionado una desoxiadenosina formando extremos cohesivos (3'-A). La ligación 
se lleva a cabo cuando la topoisomerasa, que se encuentra unida al vector, liga a este 
último con los productos de amplificación. Los extremos 3'-T proveen una alta eficiencia 
de ligación de los insertos en el plásmido, ya que impiden eventos de recircularización 
del vector y proveen extremos compatibles 3'-A. 
 
La ligación con el vector de clonado se realizó según instrucciones del fabricante: 
 
Producto de PCR con 3'-A (18,3 ng/μl)    3 μl 
pGEM-T        1 μl 
Buffer (2X)        5 μl 
1 μl de T4 Ligasa       1 μl 
        ______________________________________________________ 
Volumen final:                                            10 μl 
 
La reacción se incubó durante toda la noche a 4°C y luego se almacenaron los 
plásmidos a -20ºC hasta ser utilizados para la transformación de bacterias competentes 
Escherichia coli DH5-. Esta cepa bacteriana se utilizó en las técnicas de clonado ya 
que presenta una alta eficiencia de transformación y posee además mutaciones en los 
genes recA1 y endA1 que incrementan la estabilidad del inserto y mejoran la calidad del 
ADN plasmídico. 
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Figura 1. Esquema de las regiones y puntos de referencia de la secuencia del 
vector pGEM-T easy 
 
  
 
Extraído del Manual del vector pGEM-T easy (https://www.promega.com/-
/media/files/resources/protocols/ technical-manuals/0/pgem-t-and-pgem-t-easy-vector-systems-
protocol.pdf). 
 
3.5- Extracción de ADN plasmídico 
 
Se utilizó el kit de minipreparación de plásmidos GeneJET™ para la obtención de los 
plásmidos con máxima pureza para su posterior secuenciación y se midió la 
concentración de ADN en un espectrofotómetro de microgota (NanoDrop One). 
 
3.6- Preparación de bacterias competentes 
 
A partir de una placa de agar Luria-Bertani (LB) (Anexo) con bacterias E. coli DH5- 
incubadas a 37°C por toda la noche, se picó una colonia aislada, se inoculó a 7 ml de LB 
en erlenmeyer de 125 ml y se incubó en agitación a 37°C por 16 h (precultivo). Se 
inocularon luego 200 μl del precultivo en 10 ml de LB y se incubó en agitación hasta que 
alcanzó una densidad óptica de 0.6 medida a 600 nm. Posteriormente se centrifugó a 
3000 g, 10 min y el sedimento conteniendo las bacterias se resuspendió en 10 ml de 0.1 
M CaCl2 estéril, se dejó por 30 minutos en hielo y se centrifugó luego a 3000 g, 10 min. 
El sedimento se resuspendió en 1 ml de 0.1 M CaCl2 + 10% glicerol estéril frío y las 
bacterias competentes así obtenidas se fraccionaron en tubos cónicos estériles en 
volúmenes de 50 a 200 μl que se congelaron inmediatamente en N2 líquido (1 min) y se 
almacenaron a -80ºC hasta su utilización.  
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3.7- Transformación de bacterias competentes 
 
Se descongelaron en hielo 100 μl de bacterias competentes y se incubaron con 5 μl de 
ADN plasmídico durante 90 min en hielo, realizándose todo el proceso en esterilidad. 
Luego se incubó el cultivo durante 1 min a 42ºC, para desestabilizar la pared bacteriana 
y permitir la entrada del ADN plasmídico y se colocó nuevamente en hielo por 2 min. Se 
agregaron 250 μl de medio LB sin antibióticos y se agitó para su recuperación a 150 rpm 
por 60 min a 37ºC. Posteriormente se centrifugó a 3000 g, 10 min, descartando el 
sobrenadante y resuspendiendo el sedimento en un volumen pequeño para sembrar en 
placas de Petri con agar LB y el antibiótico correspondiente para la selección de 
bacterias transformadas. El plásmido pGEM-T posee una secuencia que codifica para la 
resistencia a Ampicilina, por lo que se utilizó 100 μg/ml Ampicilina para la selección y en 
el caso del plásmido pFastBac 1 se empleó 50 μg/ml Gentamicina. Las placas se 
incubaron a 37ºC durante toda la noche. El control de las bacterias competentes 
(negativo) consistió en plaquear las bacterias sin plásmido en placas con el 
correspondiente antibiótico para corroborar que las mismas no estén contaminadas con 
otro plásmido. 
 
3.8- Cribado de colonias 
 
Las bacterias E. coli DH5- transformadas con el constructo pGEM-T-PLA1 se incubaron 
toda la noche en placas de agar + 100 μg/ml Ampicilina y luego se eligieron colonias al 
azar para evaluar por PCR la presencia de la secuencia de interés en dichas bacterias 
(protocolo descripto en el ítem 3.1). Se inocularon en simultáneo tubos con medio de 
cultivo + 100 μg/ml Ampicilina y una placa réplica. Se utilizó el kit comercial mencionado 
previamente para la extracción de los plásmidos que fueron positivos por PCR y se los 
secuenció para verificar la identidad del inserto. 
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3.9- Digestión y purificación del plásmido pFastBac1 y del inserto PLA1 
 
Se realizó la digestión con las enzimas de restricción Xho I y Hind III del plásmido 
pFastBac1 y del pGEMT-PLA1, para liberar el inserto PLA1, bajo las siguientes 
condiciones: 
Xho I:                                  1 μl 
Hind III:                               1 μl 
Buffer B (10X):                    5 μl 
BSA (100X):                     0,5 μl 
ADN                                   3 μg 
H20:                           csp  50 μl 
 
Luego de la digestión, los plásmidos tratados se separaron en gel de agarosa 1,5%, a 80 
V, 40 min. Se identificaron las bandas correspondientes al inserto de PLA1 (proveniente 
del plásmido pGEM-T-PLA1) y el plásmido pFastBac1 linealizado en el gel preteñido con 
el colorante GelRed. Las porciones de gel conteniendo dichas bandas se cortaron y 
purificaron separadamente utilizando el Gel Extraction Kit y se determinó la 
concentración de ADN en un espectrofotómetro de microgota. 
 
3.10- Ligación del inserto PLA1 con el plásmido de expresión pFastBac1 
 
Se realizó la ligación del inserto PLA1 con el plásmido pFastBac1 linealizado utilizando 
diferentes relaciones de masa de inserto/plásmido (3/1 y 6/1) según la siguiente fórmula: 
100 ng vector x Tamaño inserto x Relación (Inserto/Plásmido) 
Tamaño plásmido 
 
La ligación con el vector de expresión se realizó bajo las siguientes condiciones: 
 
T4 ADN Ligasa    1 μl 
Buffer Ligasa (10X)    1 μl 
[plásmido + inserto]    Variable* 
H2O      Variable* 
_________________________________________ 
Volumen final    10 μl 
* Variable según la relación de masas inserto/plásmido utilizadas. 
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La reacción de ligado se incubó durante toda la noche a 4ºC y los productos de ligación 
obtenidos se almacenaron a -20ºC hasta su utilización. 
 
 
Figura 2. Esquema de las regiones y puntos de referencia de la secuencia del 
vector pFastBacTM1 
 
 
 
PPH: promotor de poliedrina; SV40 pA: señal de poliadenilación de SV40; Tn7L: brazo izquierdo 
del transposón Tn7 mini; Tn7R: brazo derecho del transposón Tn7 mini; f1 ori: origen de 
replicación f1; pUC ori: origen de replicación pUC; Ampicillin: gen de resistencia a Ampicilina; 
Gentamicin: gen de resistencia a Gentamicina. 
 
3.11- Transformación de bacterias y cribado de colonias positivas pFastBac1-
PLA1rec 
 
Se transformaron bacterias E. coli DH5 con el constructo pFastBac1-PLA1 (tal como se 
describió en el ítem 3.7), y analizaron 8 colonias al azar por PCR. Se utilizó el kit 
comercial mencionado previamente para la extracción de los plásmidos que fueron 
positivos por PCR y se los secuenció por el método de Sanger mediante electroforesis 
capilar (Macrogen Inc., Korea) para verificar la identidad nucleotídica del inserto.  
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3.12- Transformación de bacterias DH10Bac con pFastBac1-PLA1 para la 
generación del bácmido recombinante    
 
Con el objeto de obtener baculovirus recombinantes con la secuencia de la PLA1 de T. 
cruzi, se utilizó el sistema Bac-to-Bac (Invitrogen) y se transformaron bacterias E. coli 
DH10-Bac con el constructo pFastBac1- PLA1 para la obtención de bácmidos 
recombinantes. Las bacterias mencionadas poseen el genoma completo del baculovirus 
AcMNPV que actúa como bácmido receptor del plásmido donador (pFastBac1- PLA1) 
con el que se las transforma. Para identificar las bacterias que se transformaron y 
diferenciarlas de aquellas que no recombinaron, se utilizaron las placas de agar con 
antibióticos y Bluo-Gal. El sistema de transposición sitio específico Tn7 permite la 
obtención del genoma viral recombinante con el gen de la PLA1. Al transponer se 
interrumpe el gen Lac Z del bácmido y las colonias recombinantes se visualizan blancas, 
mientras que aquellas donde el gen no fue interrumpido se visualizan azules. Se realizó 
una triple selección con antibióticos dado que el pFastBac1 confiere resistencia para 
Gentamicina, el plásmido auxiliar que codifica para la transposasa (Tn7) confiere 
resistencia para Tetraciclina y el bácmido confiere resistencia para Kanamicina (Figura 
3A y B). 
Se incubaron 100 μl de bacterias E. coli DH10Bac con 1 μl (100 ng/ μl) de pFastBac1-
PLA1 durante 40 min, en hielo. Luego se realizó el shock térmico durante 45 s a 42ºC y 
se colocó nuevamente en hielo por 2 min. Se agregaron 900 μl de medio SOC y se agitó 
para su recuperación a 150 rpm por 4 h a 37ºC. Posteriormente se centrifugó a 1000 g, 
10 min, descartando el sobrenadante y se resuspendió el sedimento en 200 μl de SOC. 
Las bacterias se sembraron en placas con agar-LB con 50 μg/ml de Kanamicina, 7 μg/ml 
de Gentamicina, 10 μg/ml de Tetraciclina, 100 μg/ml de Bluo-Gal y 40 μg/ml de IPTG. 
Las placas se incubaron a 37ºC por 48 h. Se aislaron nuevamente las colonias blancas 
para asegurarse de que estas sean puras y que cada una derive de un mismo clon, 
incubándose las placas a 37ºC por 48 h. 
 
3.13- Aislamiento del bácmido recombinante con la secuencia codificante de PLA1 
 
Se picaron 8 colonias blancas y se inocularon en 3 ml de medio LB con 50 μg/ml de 
Kanamicina, 7 μg/ml de Gentamicina y 10 μg/ml de Tetraciclina y se incubaron a 37°C 
durante 16 h. Se centrifugaron a 15300 g por 90 s y el sedimento se resuspendió 
vigorosamente en 300 μl de una solución compuesta por 15 mM Tris pH 8, 10 mM EDTA 
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y 100 μg/ml RNAsa A. Se agregaron 300 μl de una solución de 0,2 N NaOH y 1% SDS y 
se mezcló por suave inversión, volviéndose el sobrenadante viscoso y translúcido. Se 
incubó 5 min a temperatura ambiente y luego se agregó 300 μl de una solución 3M 
CH3CO2K, pH 5.5 y se mezcló dos veces por suave inversión, apareciendo un floculado 
blanco y la solución se volvió más líquida. Se incubó 10 min en hielo y se centrifugó a 
15300 g por 15 min. Se colocó la fase acuosa (superior) en un tubo nuevo con 0,8 ml de 
2-propanol, se homogeneizó horizontalmente el tubo y se incubó en hielo 15 min. Luego 
se centrifugó a 15300 g por 15 min y se secó el sedimento (bácmido) por 1 h a 37 °C. 
Finalmente el Bácmido recombinante se resuspendió en 20 μl de 10 mM Tris pH 7.4 y 1 
mM EDTA incubando sin agitación a 60°C por 2 h (Figura 3 C). 
 
3.14- Análisis del bácmido recombinante por PCR 
 
La presencia del inserto de interés en el bácmido recombinante se confirmó mediante 
PCR utilizando los cebadores M13 sentido y M13 anti-sentido. La obtención de una 
banda de 3350 pb o de 2557 pb (al usar el cebador 257 anti-sentido, primer interno de la 
secuencia de PLA1 de T. cruzi), confirmó la presencia del gen de interés, mientras que la 
obtención de una banda de 300 pb correspondió al bácmido sin recombinar. La reacción 
se realizó con las siguientes condiciones: 
 
cebadores M13 sentido (100 ng/ μl)    0,60 μl 
cebadores M13 anti-sentido* (100 ng/ μl)   0,60 μl 
dNTPs (2,5 mM c/u)      4,00 μl 
GoTaq DNA Polimerasa (5U/ μl)     0,20 μl 
Buffer (5X)        5,00 μl 
MgCl2 (50 mM)       0,75 μl 
H2O                           12,85 μl 
ADN de bácmido (4,2 μg/μl)               1,00 μl 
_________________________________________________ 
Volumen final         25 μl 
 
* o bien utlizando cebador 257 anti-sentido de la secuencia de la PLA1.de T. cruzi 
 
Se realizó un paso inicial de 5 min a 95°C y luego 35 ciclos en las siguientes 
condiciones: 
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- 45 s a 95°C (separación de la doble hebra de ADN) 
- 45 s a 55°C (apareamiento de los cebadores a las hebras de ADN) 
- 5 min** a 72°C (extensión de los cebadores por la Phusion ADN Polimerasa) 
 
** Al utilizar el cebador 257 anti-sentido la extensión fue de 90 s. 
 
Por último, se realizó un paso de 7 min a 72°C para terminar de polimerizar las cadenas 
incompletas y los tubos se mantuvieron a 12°C hasta que se retiraron del termociclador.  
Los productos amplificados se separaron en un gel de agarosa 1,5 %, a 80 V durante 40 
min y se confirmó la presencia de la banda de tamaño correspondiente a 3350 pb por 
tinción del gel con el colorante para ADN GelRed. Las bandas de ADN se visualizaron 
por exposición del gel a luz ultravioleta en un transiluminador. Como control negativo se 
realizó una reacción con todos los reactivos mencionados al cual no se le adicionó ADN 
de ningún bácmido. 
 
3.15- Transfección de células de insecto Sf9 con el bácmido recombinante 
 
Se utilizó el bácmıdo recombinante con la secuencia codificante de la PLA1 de T. cruzi 
para transfectar las células de insecto Sf9, derivadas del gusano Spodoptera frugiperda, 
las que se mantuvieron por pasajes semanales en medio Sf-900TM II + 3% SFB, a 27°C. 
Se sembraron 1x106 células en placas de 6 pocillos con 3 ml de medio Sf-900TM II, libre 
de suero y se dejaron adherir por 40 min a 27°C. Las transfecciones se realizaron con 1 
μg de ADN utilizando el lípido catiónico Cellfectin II de acuerdo con las instrucciones del 
fabricante. Las células se incubaron durante 5 horas a 27ºC y luego el medio de 
transfección fue reemplazado por 3 ml de medio Sf-900TM II + 3% SFB y se incubaron a 
27°C por 3-5 días (Figura 3D). 
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3.16- Amplificación de los baculovirus recombinantes y determinación del título 
viral 
 
Luego de 3-5 días de cultivo se observó el efecto citopático en las células, se recogió el 
sobrenadante que contenía los baculovirus recombinantes y se lo centrifugó a 500 g por 
10 min. Esta primera progenie viral se utilizó para realizar nuevas infecciones de células 
y luego de realizar dos pasajes sucesivos (5x10
6
 células infectadas con la primer y 
segunda progenie viral, en dilución 1/3) se cuantificaron los baculovirus por titulación a 
punto final [146] (Figura 3 D). Los baculovirus titulados se conservaron a 4°C, en 
oscuridad y por un período de hasta 6 meses.  
 
3.17- Expresión de PLA1 recombinante de T. cruzi en células de insecto 
Con el objeto de expresar la PLA1 recombinante de T. cruzi, se infectaron células de 
insecto Sf9 con los baculovirus recombinantes obtenidos (título 3,6x106) o con un 
baculovirus recombinante de una proteína no relacionada (ej: Ac VP2 proteína de la 
cápside de un virus) como control. Las infecciones de las células con los baculovirus se 
realizaron utilizando una multiplicidad de infección (MOI) de uno, durante 1 h a 27ºC y 
luego se retiró el sobrenadante, agregó medio fresco y se las mantuvo a 27ºC. Las 
células se cosecharon a los 3, 4 y 5 dpi, cuando se observó el efecto citopático en las 
mismas, despegándose de forma mecánica y se centrifugaron a 500 g por 10 min. Se 
lavaron dos veces con PBS, pH 7.4 y se almacenaron a -80ºC hasta su utilización. Se 
realizó el mismo procedimiento para evaluar la expresión de la PLA1 recombinante de T. 
cruzi en las líneas High-Five y Mimic-Sf9 y así determinar en qué línea celular era óptima 
su expresión. 
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Figura 3. Diagrama del sistema de expresión de baculovirus Bac-to-Bac 
 
 
A: Transformación de bacterias E. coli DH10Bac. B: Generación del bácmido recombinante. C: 
Aislamiento y análisis por PCR del bácmido recombinante. D: transfección de células de insecto 
Sf9 con el bácmido recombinante, amplificación de la progenie viral o expresión de la PLA1 
recombinante. Extraído y Adaptado de la guía de usuario de Bac-to-Bac® Baculovirus 
Expression System. 
 
4- PURIFICACIÓN DE LA PLA1 RECOMBINANTE DE T. cruzi 
 
Las células transfectadas previamente obtenidas (5x106) se resuspendieron en 700 μl de 
buffer de lisis (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, pH 8.0), en presencia de cóctel inhibidor 
de proteasas y se incubaron en hielo durante 30 min. Luego, las células lisadas se 
centrifugaron a 12900 g por 20 minutos a 4ºC. El sobrenadante obtenido (fracción 
soluble) se cargó en una columna de resina de níquel-agarosa, previamente equilibrada 
con buffer de lisis y se dejó pasar la muestra lentamente. Posteriormente la resina se 
lavó con 10 volúmenes de buffer de lisis y la proteína recombinante se eluyó con un 
gradiente de pH utilizando diferentes buffers de elución (50 mM NaH2PO4; 300 mM NaCl, 
pH 3 a 5). Las alícuotas de los diferentes pasos de la purificación se analizaron por SDS-
PAGE y posterior tinción con azul de Coomassie, por actividad enzimática y por 
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Inmunoblot. 
5- DETERMINACIÓN DE ACTIVIDAD PLA1 
 
Se determinó la actividad PLA1 utilizando el sustrato fluorescente 1-palmitoil-2-{6-[(7-
nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl)amino]hexanoil}-sn-glicero-3-fosfocolina (NBD-PC) [147]. 
Para ello se incubaron 50 μl de muestra (15-30 μg proteína/ensayo) + 124 μl de buffer 
0,2 M ácido acético/acetato de sodio (pH 5 ó 7) + 6 μl de 300 μM NBD-PC, durante 2 ó 
20 h, a 37ºC. Se extrajeron los lípidos por adición de 200 μl de 0,2 M amoníaco en 
metanol y 200 μl de cloroformo. Luego se determinó en la fase acuosa la intensidad de 
fluorescencia como una medida directa de la actividad PLA1, que es resultado de la 
hidrólisis de la NBD-PC con la generación de NBD-LPC, utilizando un espectrómetro de 
fluorescencia Perkin Elmer LS 55 a longitudes de onda de excitación de 460 nm y 
emisión 534 nm. 
Para corroborar la identidad de los lípidos fluorescentes generados se determinó la 
actividad PLA1 tal como se mencionó anteriormente y la extracción de los lípidos se 
realizó por adición de 200 μl de metanol y 200 μl de cloroformo [148]. Luego se realizó la 
cromatografía en capa delgada de la fase orgánica utilizando como sistema de solventes 
cloroformo/ metanol/ agua (65:35:2,5 v/v). El revelado de la placa se realizó con luz 
ultravioleta y la imagen fue adquirida con una cámara digital Kodak Easy Share M883. 
 
6- DETECCIÓN DE ANTICUERPOS ANTI-PLA1 RECOMBINANTE POR 
ENZIMOINMUNOENSAYO (ELISA) 
 
En primer lugar, se realizó la puesta a punto del ensayo con diferentes concentraciones 
de la PLA1 recombinante obtenida, diluciones de los sueros y de los anticuerpos 
conjugados con la peroxidasa. Luego se procedió a sensibilizar placas MaxiSorp con 50 
μl de PLA1 recombinante en PBS (5 µg/ml), durante toda la noche a 4°C. Se lavó tres 
veces con 0.05% Tween-20 (PBST) y se realizó el bloqueo con 200 μl de una solución al 
2% de BSA en PBS, por 1 h a 37°C. Las placas se lavaron cinco veces con PBST y se 
incubaron 1 h a 37°C con 50 μl de cada uno de los sueros de ratones infectados con T. 
cruzi cepas RA o K98 obtenidos a diferentes dpi, diluídos en una solución al 1% de BSA 
en PBS (dilución 1:100). Dichos sueros fueron gentilmente provistos por la Dra. María 
Elisa Solana (IMPAM, UBA-CONICET), los que para su obtención, previamente se 
infectaron ratones CF1 por vía intradermoplantar con 100 tripomastigotes de las cepas 
RA o K98 y se extrajeron los mismos a 21, 28, 30, 42, 51 y 120 dpi. Las placas fueron 
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lavadas cinco veces con PBST, incubadas con 50 μl de los conjugados anti-IgM murina 
– HRP 1:500 (v/v) o anti-IgG murina-HRP 1:5000 (v/v) diluídos en BSA al 1% en PBS, 
por 1 h a 37°C y luego de lavar cinco veces con PBST, se incubaron por 10 min con 50 
μl de tetrametilbencidina (TMB). La reacción se frenó con 50 μl de 4N H2SO4 y se midió 
la absorbancia a 450 nm (A 450) en un lector de microplacas (RT-6000, Bio Rad). 
 
7- OBTENCIÓN DE LOS EXTRACTOS LIPÍDICOS TOTALES DE AMASTIGOTES DE 
T. cruzi CEPAS RA Y K98 (RA, K98, RAinc Y K98inc) 
 
Lotes independientes de 1x109 amastigotes de cada cepa fueron resuspendidos en PBS 
+ 1X cóctel inhibidor de proteasas + 0.1% azida sódica y sometidos a tres ciclos de 
congelamiento en N2 líquido / descongelamiento a 37°C a fin de obtener los 
correspondientes homogenatos de amastigotes. Luego cada homogenato se dividió en 
dos lotes de 5X108 parásitos cada uno: a) con el fin de simular los procesos enzimáticos 
que ocurren durante la lisis parasitaria donde los lípidos son modificados, un lote de 
cada cepa fue incubado a 37°C por 18 h (RAinc y K98inc) y b) el otro lote fue utilizado 
directamente sin incubación (RA y K98). En todos los casos los lípidos totales fueron 
extraídos según Bligh & Dyer [148], se evaporaron los solventes en una corriente de 
nitrógeno hasta peso constante y los lípidos fueron resuspendidos en etanol (EtOH) para 
los ensayos de estimulación o en cloroformo para el análisis de los perfiles lipídicos y 
almacenados a -20°C hasta su uso. 
 
8- ANÁLISIS DEL PERFIL LIPÍDICO DE AMASTIGOTES DE T. cruzi CEPA K98 (K98 
Y K98inc) 
 
Los extractos lipídicos totales K98 y K98inc (100 μg/calle) fueron separados por 
cromatografía en capa delgada (TLC) en cromatofolios de sílica gel 60. Se utilizó un 
sistema de elución de doble desarrollo: cloroformo/metanol/ácido acético (65:35:6:2, v/v) 
hasta la mitad de la placa para separar los lípidos polares y hexano/dietileter/ácido 
acético (90:10:1, v/v) hasta el final de la misma para separar los lípidos neutros 
[149,150]. Para el revelado, las placas fueron rociadas con 10% CuSO4 en 8% H3PO4 y 
los lípidos se carbonizaron a 150°C por 10 min [151]. Los lípidos fueron identificados por 
comparación con estándares comerciales y el análisis densitométrico fue realizado con 
el programa Gel-Pro® Analyzer 4.0 (Media Cybernetics, Inc., Silver Spring, MD, USA). 
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9- ANÁLISIS DE LOS ÁCIDOS GRASOS DE AMASTIGOTES DE T. cruzi CEPAS RA 
Y K98 (RA, K98, RAinc Y K98inc) POR CROMATOGRAFÍA GASEOSA-
ESPECTROMETRÍA DE MASA (GC-MS) 
 
El análisis de los ácidos grasos de todos los extractos lipídicos totales (RA, RAinc, K98 
y K98inc) por GC-MS se llevó a cabo como se describió previamente [152]. Cada 
muestra se disolvió en 1 ml de tolueno y se añadieron 2 ml de ácido sulfúrico al 1% en 
metanol. La mezcla se incubó 18 h en un tubo cerrado a 50°C, luego se añadió 1 ml de 
NaCl al 5% y los ésteres obtenidos se extrajeron dos veces con 2 ml de hexano usando 
pipetas Pasteur para separar las fases. El solvente se eliminó con una corriente de 
nitrógeno y los ésteres metílicos de ácidos grasos secos (FAME) se resuspendieron en 
100 μl de heptano. Los análisis de GC-MS se llevaron a cabo en un equipo Shimadzu 
GCMS-QP2010 Plus, usando una columna HP Ultra 2 (5% de fenil-metilpolisiloxano) 
Agilent (25 m x 0,20 mm x 0,33 μm). El inyector se ajustó a 250°C sin split. Para la 
columna se programó un gradiente de temperaturas: de 40-160°C a 30°C/min, de160-
233°C a 1°C/min, de 233-300°C a 3°C/min y se mantuvo a 300°C durante 10 min y se 
usó helio como gas portador con una velocidad lineal de 36 cmxs-1. Se inyectó un 
volumen de 2 μl de muestra en el cromatógrafo y los analitos fueron ionizados en la 
fuente de ionización electrónica (EI) a -70 eV. Al ser un método de ionización fuerte, el 
mismo da un espectro de masas de cada compuesto donde se observa la fragmentación 
típica de cada uno de ellos. Esta fragmentación es altamente reproducible permitiendo 
identificar los compuestos mediante comparación con bases de datos. Los iones fueron 
luego separados en el analizador cuadrupolo (Q) que fue ajustado para dejar pasar 
iones con relación masa/carga (m/z) 40-400. La interfaz y la fuente de iones se utilizaron 
a 240°C. Los componentes se identificaron comparando sus espectros de masas con los 
de la biblioteca NIST05 contenida en la computadora del espectrómetro de masa. Los 
índices de retención se usaron también para confirmar la identidad de los picos en el 
cromatograma mediante el estándar Supelco 37 Component FAME Mix (Sigma-Aldrich). 
Estos ensayos se realizaron en colaboración con la Dra. Georgia Correa Atella, Instituto 
de Bioquímica Médica Leopoldo de Meis, Universidade Federal do Rio de Janeiro, RJ, 
Brazil. 
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10- ANÁLISIS DEL EFECTO DE LA CLORPROMAZINA SOBRE LA PLA1 NATIVA DE 
T. cruzi  
 
Los amastigotes de la cepa RA fueron lavados y resuspendidos en PBS + 1X cóctel 
inhibidor de proteasas + 0.1% azida sódica y sometidos a tres ciclos de congelamiento 
en N2 líquido / descongelamiento a 37°C a fin de obtener homogenatos de amastigotes 
(ítem 7). Alícuotas de estos homogenatos (100 mg proteína / ensayo) se incubaron con 
2.5, 5.0 y 10.0 mM de clorpromazina, inhibidor especifíco de PLA1 [57] durante 30 
minutos a temperatura ambiente y luego durante 5 h a 37°C. Los lípidos se extrajeron y 
se separaron mediante TLC usando el sistema de doble solvente descripto en el ítem 8. 
Los lípidos se identificaron por comparación con estándares comerciales y la 
determinación de la masa se realizó por carbonización tal como se describió en el ítem 
8, efectuando el análisis densitométrico de las manchas de lípidos con el programa Gel-
Pro® Analyzer 4.0. 
 
11- ANÁLISIS DEL EFECTO DE LA PLA1 RECOMBINANTE DE T. cruzi SOBRE LOS 
EXTRACTOS LIPÍDICOS TOTALES DE AMASTIGOTES DE T. CRUZI CEPA RA (RA) 
 
Los amastigotes de la cepa RA (1x109), se lavaron tres veces en PBS, se 
resuspendieron en 10 mM Tris con 1X cóctel inhibidor de proteasas + 0.5 mM TLCK + 
2.5 mM E-64 y se sometieron a cinco ciclos de congelamiento en N2 líquido / 
descongelamiento a 37°C. Los lípidos totales se extrajeron según Bligh y Dyer [148], se 
evaporaron los solventes con una corriente de nitrógeno hasta peso constante y los 
lípidos se resuspendieron en 0.2 M acetato de sodio pH 4,7. Luego se incubaron 500 μl 
de los extractos lipídicos totales (5 mg proteína/ml) con 200 μl de PLA1 recombinante 
(700 μg/ml) ó 200 μl de buffer de elución como control, a 37°C durante 18 h. Los lípidos 
se extrajeron según Bligh y Dyer y se separaron por TLC usando el sistema de doble 
solvente descripto en el ítem 8 y se identificaron por comparación con estándares 
comerciales. La determinación de la masa se llevó a cabo como se describió en el ítem 8 
y se realizó el análisis densitométrico de las manchas de lípidos con el programa Gel-
Pro® Analyzer 4.0. 
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12- DETECCIÓN DE ANTICUERPOS ANTI-FOSFOLIPIDOS POR 
ENZIMOINMUNOENSAYO (ELISA) 
 
Se realizó según lo descripto por Gimenez y col [153]. Se sensibilizaron placas MaxiSorp 
con 100 μl de cada lípido disuelto en etanol (50 μg/ml). El etanol se evaporó a 37°C y el 
bloqueo se realizó con 200 μl de una solución de BSA al 2% en TBS, 2 h a 37°C. Las 
placas se lavaron cinco veces con TBS y se incubaron con 50 μl de los sueros de 
ratones infectados con T. cruzi cepas RA o K98 diluidos en una solución de BSA al 1% 
en TBS (dilución 1:100) 2 h a 37°C, los que fueron obtenidos tal como se mencionó en el 
ítem 6. Las placas fueron lavadas cinco veces con TBS, incubadas con 50 μl de los 
conjugados anti-IgM murina – HRP 1:500 (v/v), anti-IgG murina-HRP 1:5000 (v/v) por 2 h 
a 37°C y luego de ser lavadas con TBS cinco veces, se incubaron por 10 min con 100 μl 
de tetrametilbencidina (TMB). Se frenó la reacción con 50 μl 4N H2SO4 y se midió la 
absorbancia a 450 nm (A 450) en un lector de microplacas (RT-6000, Bio Rad). 
 
13- DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD LÍTICA DE SUEROS DE RATONES 
INFECTADOS CON T. cruzi  
 
13.1- Preparación de liposomas 
 
Los liposomas se prepararon mezclando en cloroformo 5 mg de PC + 5 mg de PE para 
un volumen final de 1 ml. El solvente orgánico se evaporó bajo atmósfera de N2 y los 
lípidos se resuspendieron e hidrataron en una solución de Ficoll-paque al 9% P/V y 
meglumina al 60% P/V en PBS, durante 30 minutos a temperatura ambiente. 
Posteriormente se mezclaron vigorosamente en vortex en presencia de esferas de vidrio 
y luego se sonicaron por 5 min con el Sonicador Torbeo (Cole Palmer). 
 
13.2- Adsorción de sueros murinos con liposomas 
 
Se agregaron 70 μl de la suspensión de liposomas PC/PE a 180 μl de los sueros 
provenientes de ratones infectados con la cepa K98 en fase crónica (mayor a 120 dpi). 
Las mezclas fueron incubadas 1 h a temperatura ambiente con agitación suave, 
centrifugadas (15000 g, 20 min) y los sobrenadantes fueron recolectados para ensayar 
la actividad lítica en los mismos (sueros pre-adsorbidos con liposomas). Estos sueros 
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fueron inactivados previamente durante 30 min a 56 °C, previa utilización en los ensayos 
de actividad lítica, de manera de inactivar la fuente de complemento endógena. 
 
13.3- Ensayo de actividad lítica de los sueros de ratones infectados con T. cruzi  
 
Se incubaron 250 μI de epimastigotes (5x105) de T. cruzi cepa RA en PBS + 1% BSA 
con 250 μI de diluciones 1/8 de: sueros inactivados de ratones infectados con T. cruzi 
(SiTc) o sueros inactivados de ratones no infectados (SiN) o sueros inactivados pre-
adsorbidos con liposomas de ratones infectados con T. cruzi (SiTc-AcPLs). Los 
ensayos se realizaron en ausencia y en presencia de una fuente externa de 
complemento (10 μI de suero humano normal que generó un 50% de lisis), durante 30 
min a 28°C. Luego se tomaron alícuotas, se mezclaron con igual volumen de 
paraformaldehído 4% para fijar los parásitos y estos se contaron al microscopio en 
cámara de Neubauer. 
 
14- MACRÓFAGOS PERITONEALES MURINOS 
 
Las células se obtuvieron de ratones BALB/c según Gimenez y col. [154] y se cultivaron 
en medio RPMI 1640 suplementado con 100 U/ml Penicilina y 100 µg/ml Estreptomicina 
a 37°C, 5% CO2. Se siguieron las guías locales de cuidado animal y experimentación 
según el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio 
(CICUAL) de la Facultad de Medicina, UBA. Estas células se utilizaron en los ensayos 
de inducción de cuerpos lipídicos, expresión de COX-2, liberación de ON, expresión de 
ARNm y secreción de TNF- e IL-10, expresión y actividad de Arginasa-1 y ensayos de 
viabilidad celular. 
 
15- ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR 
 
Se analizó el efecto de RA, RAinc, K98 y K98inc sobre la viabilidad celular de los 
macrófagos peritoneales murinos utilizando el método del 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-
bromuro de difeniltetrazolio (MTT). Para ello se sembraron 5x105 células / pocillo en 
placas de 96 pocillos y se cultivaron por 24 h en presencia de 50 μg/ml de las distintas 
muestras lipídicas ó 0,5% EtOH (vehículo) como control, a 37°C y 5% CO2. Luego se 
agregó 1.5 mg/ml MTT, se incubaron las placas 2 h a 37°C y los cristales púrpuras de 
formazán obtenidos en cada pocillo se disolvieron en 150 μl de EtOH, determinándose la 
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absorbancia a 595 nm en un lector para microplacas (Rayto RT 6000). Los resultados se 
expresaron como el cociente de la densidad óptica en presencia y ausencia de los 
lípidos por cien [155,156]. 
 
16- CUANTIFICACIÓN DE CUERPOS LIPÍDICOS 
 
Se sembraron 1x106 macrófagos/pocillo en placas de 24 pocillos, sobre laminillas de 
vidrio de 13 mm y se estimularon con 50 μg/ml de RA, RAinc, K98 y K98inc ó 100 ng/ml 
LPS como control positivo ó 0,5% EtOH (vehículo) como control negativo, por 24 h a 
37ºC y 5% CO2. Para la cuantificación de los cuerpos lipídicos, las células fueron 
posteriormente fijadas en 4% formaldehído por 90 min, lavadas y teñidas con solución 
de 0.2% Aceite Rojo O en 36% alcohol isopropílico [157]. Se observó la morfología de 
las células, se obtuvieron las imágenes y se contaron los cuerpos lipídicos en 50 
macrófagos consecutivos utilizando microscopía de contraste de fases (100x, Nikon 
Eclipse E600) [154]. 
 
17- INMUNOBLOT 
 
17.1- Detección de COX-2 y Arginasa-1 
 
Se sembraron 1x106 macrófagos peritoneales murinos ó 5x105 macrófagos J774 / pocillo 
en placas de 24 pocillos y se estimularon con a) 50 μg/ml de RA, RAinc, K98 y K98inc ó 
100 ng/ml LPS como control positivo ó 0,5% EtOH (vehículo) como control negativo, o b) 
1,7 μg/mI de PLA1 recombinante o un volumen equivalente de buffer de elución (control) 
por 24 h a 37ºC y 5% CO2. Las células luego fueron lavadas con PBS, homogeneizadas 
con buffer de lisis (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, pH 8), y resuspendidas en buffer 
Laemmli + 100 mM DTT y se hirvieron 5 min, almacenándose a −20°C hasta su 
utilización [154]. Las muestras fueron separadas en geles de SDS-PAGE al 10% y 
transferidas a membranas de nitrocelulosa (15 min, 15 V) utilizando un equipo de 
transferencia semi-seca (Bio-Rad, CA, USA). Posteriormente las membranas fueron 
bloqueadas con PBS + 0.1% Tween-20 (PBST) + 3% leche descremada (solución 
bloqueante) por 2 h a temperatura ambiente, lavadas tres veces con PBST e incubadas 
toda la noche en agitación a 4ºC con el Ac primario IgG anti-COX-2 murina (1:200 v/v en 
PBST) o Ac primario anti-Arginasa-1 murina (1:1000 v/v en PBST). Luego de tres 
lavados con PBST, las membranas se incubaron por 2 h a temperatura ambiente con el 
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correspondiente conjugado-HRP (1:2000 v/v en PBST) y se lavaron 3 veces con PBST. 
La detección de la proteína de interés se realizó utilizando el sustrato quimioluminiscente 
Supersignal® West Pico y exponiendo las membranas a placas autoradiográficas las 
que luego se escanearon con el escáner de Epson Stylus CX5600. 
Como control de carga, se realizó la tinción de las membranas de nitrocelulosa con el 
colorante Ponceau S [158] o por detección de -actina. Para esto último las mismas 
membranas se incubaron con solución bloqueante 2 h a temperatura ambiente y luego 
con anticuerpos anti-β actina murina (1:5000 v/v en PBST) toda la noche a 4ºC. Luego 
de lavar las membranas 3 veces con PBST, se incubaron con el conjugado anti-IgG–
HRP (1:5000 v/v en PBST) 2 h a temperatura ambiente, se lavaron 3 veces con PBST y 
se procedió a la detección de -actina tal como se describió previamente. La intensidad 
de la banda de COX-2 o Arginasa-1 de cada muestra se cuantificó por densitometría 
usando el programa Gel-Pro® Analyzer 4.0 y se normalizó con respecto a la intensidad 
de su correspondiente banda de β-actina o a las proteínas totales de su correspondiente 
calle (tinción Ponceau S). 
 
17.2- Detección de PLA1 recombinante  
 
Se analizaron alícuotas de homogenatos de células de insecto Sf9 infectadas con 
baculovirus recombinantes y sus correspondientes sobrenadantes, así como alicuotas 
de los pasos de purificación de PLA1 recombinante de T. cruzi. Las diferentes muestras 
se separaron en geles de SDS-PAGE al 12% y se analizaron por inmunoblot tal como se 
describió en el ítem 17.1, utilizando Ac primarios anti-Histidina (1:2000 v/v en PBS-1% 
BSA + 0,1% azida sódica) o suero anti-PLA1 de T. cruzi (1:200 v/v en PBST), obtenido 
en nuestro laboratorio (descripto en el ítem 18). 
 
17.3- Detección de la activación de NFB  
 
Para evaluar la activación de NFB se determinó la expresión de IB-yp65 analizando 
por inmunoblot los extractos citosólicos de macrófagos peritoneales murinos, utilizando 
los Ac primarios anti-IB- y anti-p65 (1:2000 v/v en PBS-1% BSA). Los macrófagos se 
estimularon con 50 μg/ml de RA, RAinc, K98 y K98inc ó 0,5% EtOH (vehículo) como 
control negativo, por 15 y 30 minutos a 37ºC y 5% CO2 y luego se procedió tal como se 
describe en el ítem 17.1. Estos ensayos se realizaron en colaboración con los Dres. 
Nora Goren y Federico Penas del INBIRS-CONICET. 
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18- OBTENCIÓN DE ANTICUERPOS ANTI-PLA1 RECOMBINANTE DE T. cruzi  
 
Dado que el anticuerpo comercial anti-PLA1 humana (Santa Cruz) no reconoce a la PLA1 
de T. cruzi, se obtuvieron sueros anti-PLA1 utilizando el siguiente esquema de 
inmunización: se inocularon por vía intraperitoneal ratones BALB-c de dos meses de 
edad con 0,5 μg de PLA1 recombinante de T. cruzi / ratón, los días 1, 7, 14 y 32, 
empleando los 2 primeros, adyuvante de Freund completo y los 2 últimos adyuvante 
incompleto [59]. La inmunización se evaluó por Inmunoblot (ítem 17) y una vez obtenido 
el título de antisuero deseado, los ratones se sacrificaron en cámara de CO2 y luego se 
sangraron a blanco por punción cardíaca. Se siguieron las guías locales de cuidado 
animal y experimentación según el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de 
Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Medicina, UBA. 
 
19- DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ARGINASA  
 
Los macrófagos (3x105/pocillo) se sembraron en una placa de 96 pocillos y se 
estimularon con 50 μg/ml de RA, RAinc, K98 y K98inc ó 0,5% EtOH (vehículo) como 
control negativo, por 48 h a 37ºC y 5% CO2. Se lisaron las células con 200 μl de una 
solución de 0,1% Tritón X-100 + 1X coctail inhibidor de proteasas por 30 min en 
agitación a temperatura ambiente. Se tomaron 25 μl del lisado y se incubaron con 25 μl 
de una solución 50mM Tris-HCl + 10 mM MnCl2, pH 7,5 por 10 min a 55°C. Luego se 
realizó la hidrólisis de arginina por incubación de esa muestra con 50 μl de 0,5 M L-
arginina, pH 9.7 a 37°C por 60 min. La reacción se finalizó por agregado de 400 μI de 
una solución ácida (H2SO4:H3PO4:H2O, 1:3:7 v/v) y 25 μI de una solución de -
isonitrosopropiofenona (ISPF) al 9% [159]. Las muestras y los estándares de urea de 
concentraciones conocidas se incubaron a 95ºC por 45 min, se dejaron enfriar 10 min en 
oscuridad y se midió la absorbancia a 540 nm en el lector para microplacas (Rayto RT 
6000). 
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20- DETERMINACIÓN DE ÓXIDO NÍTRICO  
 
Los macrófagos (5x105/pocillo) fueron estimulados durante 48 h en placa de 96 pocillos 
con: a) 50 μg/ml de RA, RAinc, K98 y K98inc ó 100 ng/ml LPS como control positivo o 
0,5% EtOH (vehículo) como control negativo o b) 1,7 μg/ml de PLA1 recombinante o un 
volumen equivalente de Buffer de elución (control). Todos los tratamientos se realizaron 
en presencia de 600 pg/ml IFN-, a 37ºC y 5% CO2. La producción de óxido nítrico (ON) 
se determinó en los sobrenadantes mediante la reacción de Griess, basada en la 
determinación de nitritos [160]. Brevemente, se transfirieron 50 μl de cada sobrenadante 
a otra placa de 96 pocillos y se le adicionaron 100 μl de 1% sulfanilamida en 2,5% 
H3PO4 y 100 μl de 0,1% dihidrocloruro de naftiletilendiamina en 2,5% H3PO4. Se realizó 
la lectura de la absorbancia de las muestras a 540 nm en lector para microplacas (Rayto 
RT 6000) y se comparó con una curva standard de NaNO2. 
 
21- DETERMINACIÓN DE ARNm DE CITOQUINAS POR PCR CUANTITATIVA EN 
TIEMPO REAL (Q-RT-PCR) 
 
Se sembraron 4x106 macrófagos/pocillo en placas de 6 pocillos y se estimularon con 50 
μg/ml de RA, RAinc, K98 y K98inc ó 0,5% EtOH (vehículo) como control negativo, por 
6, 17, 24 ó 48 h a 37ºC y 5% CO2. Posteriormente se lavaron las células con PBS estéril 
2 veces y se extrajo el ARN total de las células agregando 1 ml de Trizol por pocillo, 
homogeneizando el material hasta obtener una suspensión clarificada. Luego se 
agregaron 200 μl de cloroformo y después de una agitación vigorosa, se incubó 15 min a 
temperatura ambiente. Se centrifugó a 12000 g, 10 min a 4ºC y se extrajo la fase acuosa 
en la que se precipitó durante 24 h el ARN por el agregado de 0,6 vol de alcohol 
isopropílico. Se centrifugó luego a 12000 g, 20 min a 4ºC, se resuspendió el sedimento 
en agua libre de ARNasa y se separó una alícuota para determinar la cantidad y calidad 
de ARN, guardando el resto a -70ºC. La cantidad y calidad de ARN fue estimada en un 
espectrofotómetro de microgota. Se realizó el tratamiento con ADNasa para remover el 
ADN genómico según protocolo de del fabricante. Se incubó el 1 μg de ARN con 50 ng 
de cebadores aleatorios (oligo dT) en un volumen final de 7,5 μl por 5 min a 70°C y luego 
fue retrotranscripto a cADN con la enzima Expand Reverse Transcriptase según 
indicaciones del fabricante en un volumen final de 20 μl, con ciclos de 5 min a 25°C, 60 
min a 42°C y 15 min a 70°C. Estos ensayos se realizaron en colaboración con los Dres. 
Nora Goren  y Federico Penas del INBIRS-CONICET. 
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La Q-PCR se realizó en un detector de secuencias Applied Biosystems 7500 utilizando 5× 
HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Mix Plus (ROX).  
 
                           cADN (50 ng/ml)                                   1 μl 
                           Mezcla EVA green                           12.5 μl 
                          cebador sentido (10 μM)              0.5 μl 
                          cebador antisentido (10 μM)         0.5 μl 
                           H2O libre de ARNasa                          csp 20 μl 
 
Los parámetros de la PCR fueron: 50ºC por 2 min, 95ºC por 15 min y 40 ciclos a 95ºC 
por 30 s y 60ºC por 1 min. Los valores de expresión cuantitativa fueron calculados 
utilizando el método de 2−ΔΔCt. Los duplicados fueron promediados y se determinó el 
número de veces de inducción considerando el valor a tiempo cero como 1. La 
determinación de 18S fue utilizada para normalizar la expresión para todas las muestras 
en la misma corrida [161]. 
 
Secuencias de los cebadores:  
 
TNF- 
sentido: 5′-ATG AGC ACA GAA AGC ATG ATC-3′  
antisentido: 5′-TAC AGG CTT GTC ACT CGA ATT-3 
 
IL-10 
sentido: 5′-CTC CCC TGT GAA AGA CA-3’ 
antisentido: 5′-TCC AGC AGA CTC ATACA ACT-3’ 
 
Fizz-1 
sentido: 5′-CCC TTC TCA TCT GCA TCT C-3’ 
antisentido: 5′-CAG TAG CAG TCA TCC CAG CA-3’ 
 
YM-1   
sentido: 5′-GGA TGG CTA CAC TGG AGA AA-3’ 
antisentido: 5′-AGA AGG GTC ACT CAG GAT AA -3’ 
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18S 
sentido: 5′ AAC ACG GGA AAC CTC CCC-3′  
antisentido: 5′-CCA CCA ACT AAG AAC GGC CA-3′ 
 
22- DETERMINACIÓN DE LAS CITOQUINAS TNF- E IL-10  
 
Los macrófagos (1x106/pocillo) se sembraron en una placa de 24 pocillos y se 
estimularon con: a) 50 μg/ml de RA, RAinc, K98 y K98inc ó 100 ng/ml LPS como 
control positivo ó 0,5% EtOH (vehículo) como control negativo o b) 1,7 μg/mI de PLA1 
recombinante o un volumen equivalente de buffer de elución (control), por 24 h a 37ºC y 
5% CO2. Se determinaron luego los niveles de TNF- e IL-10 en los sobrenadantes 
celulares por ELISA según el protocolo del fabricante. 
 
23- ESTUDIO DE LA PARTICIPACIÓN DE LOS TLRs EN LA RESPUESTA 
INFLAMATORIA INDUCIDA POR LOS EXTRACTOS LIPÍDICOS TOTALES DE 
AMASTIGOTES DE T. cruzi  
 
Para estudiar la participación de los TLR 2-6, TLR 2-1 y TLR 4 en la activación de NF-B 
y la secreción de IL-8 por efecto de los extractos lipídicos totales de T. cruzi, se utilizaron 
células de riñón humano, clon adherente (HEK 293A) transfectadas con los TLRs 
mencionados. Estos ensayos se realizaron en colaboración con los Dres. Patricia Torres 
Bozza y Alan Brito Carneiro, Laboratorio de Imunofarmacologia, Instituto Oswaldo Cruz, 
Rio de Janeiro. 
 
23.1- Células HEK 293A 
 
Estas fueron cultivadas en medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM), con 10% SFB 
en ausencia de antibióticos (37°C, 5% CO2) y se utilizaron para determinar la 
participación de los TLRs en la activación de NF-B y la secreción de IL-8 estimuladas 
por las diferentes muestras lipídicas. 
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23.2- Expresión de TLRs en células HEK 293A transfectadas 
 
Las células HEK 293A fueron transfectadas con combinaciones de plásmidos que 
expresan diferentes TLRs y sus correspondientes moléculas co-estimuladoras según lo 
descripto por Carneiro y col. [74]. Brevemente, las células (5x105/pocillo) se sembraron 
en placas de 12 pocillos por 24 h a 37°C y 5% CO2 y luego se transfectaron usando 
Lipofectamina 2000 en medio de cultivo Opti-MEM, según las indicaciones del 
fabricante, con las siguientes combinaciones de plásmidos: 
 
(A) TLR 2 + TLR 6 + CD14 + CD36 + MD-2 + Firefly (constructo reportero que 
codifica para la luciferasa Firefly, bajo un promotor dependiente de NF-B) + 
Renilla (constructo reportero que codifica para la luciferasa Renilla-β-actina 
utilizada como control de la eficiencia de transfección) + pDisplay (Vector vacío). 
 
(B) TLR 2 + TLR 1 + CD14 + CD36 + MD-2 + Firefly + Renilla + pDisplay. 
 
(C) TLR 4 + CD14 + CD36 + MD-2 + Firefly + Renilla + pDisplay. 
 
(D) Firefly + Renilla + pDisplay (Vector vacío). 
 
Se utilizaron las siguientes masas de constructos plasmídicos por pocillo: 
TLR 2, TLR 4 y TLR 6 murinos: 0.20 µg; TLR1 murino: 0.80 µg; MD-2 murino: 0.20 µg; 
CD14 murino 0.22 µg; CD36 murino 0.22 µg; Firefly 0.20 µg; Renilla 6.60 ng y se 
completó a una masa final de 2.00 µg de ADN plasmídico con el vector vacío pDisplay. 
Finalmente, las células transfectadas se incubaron en medio DMEM + 10% SFB por 24 h 
a 37°C, 5% CO2, se despegaron con tripsina y se sembraron en placas de 96 pocillos 
(4x104/pocillo) por 24 h a 37°C, CO2 5%. 
 
23.3- Determinación de la activación de NF-B 
 
Las células HEK 293A transfectadas se estimularon con 0.5, 5 o 50 µg/ml de RA, RAinc, 
K98 y K98inc ó 100 ng/ml lipopolisacárido (LPS, ligando de TLR 4) ó 1 nM Pam3CSK4 
(P3C, ligando de TLR 2-1) o 10 ng/ml lipopéptido estimulante de fibroblastos (FSL-1, 
ligando de TLR 2-6) ó 0,5% EtOH (vehículo) como control, por 4 h a 37°C, 5% CO2. 
Luego las células se lavaron con PBS, se lisaron en buffer de lisis pasivo y se evaluó la 
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activación de NF-B mediante la determinación de la actividad luciferasa, utilizando el 
sistema de doble reportero Firefly y Renilla según las indicaciones del fabricante. Se 
determinó la fluorescencia con el luminómetro SpectraMax (Thermo Scientific Scientific) 
y la actividad luciferasa se expresó como unidades relativas de fluorescencia del 
cociente Firefly / Renilla. 
 
23.4- Determinación de IL-8 
 
Las células HEK 293A transfectadas con las diferentes combinaciones de constructos 
plasmídicos se estimularon con 0.5, 5 ó 50 µg/ml de RA, RAinc, K98 y K98inc ó 100 
ng/ml LPS ó 1 nM P3C ó 10 ng/ml FSL-1 ó 0,5% EtOH (vehículo) como control por 20 h 
a 37°C, 5% CO2. Se recolectaron luego los sobrenadantes y se determinó en ellos los 
niveles de IL-8 utilizando el kit de ELISA DuoSet CXCL8/IL-8 humano. 
 
23.5- Participación de PPAR en la regulación de la activación de NF-B por los 
extractos lipídicos totales de amastigotes de T. cruzi 
 
Para analizar si PPAR interviene en la regulación de la activación de NF-B inducida 
por los lípidos de T. cruzi vía TLR 2-6, se evaluó la activación de NF-B y secreción de 
IL-8 por efecto de los extractos lipídicos totales co-transfectando con PPAR a las 
células HEK 293A tal como se describió en el ítem 23.2. Para ello se utilizaron las 
siguientes combinaciones de plásmidos: 
 
(A) TLR2 + TLR6 + CD14 + CD36 + MD-2 + Firefly + Renilla + pDisplay. 
 
(B) TLR2 + TLR6 + PPAR + CD14 + CD36 + MD-2 + Firefly + Renilla + pDisplay. 
 
(C) Firefly + Renilla + pDisplay (Vector vacío). 
 
Masa de constructo plasmídico por pocillo de PPAR murino: 0,20 µg. 
 
Luego de determinó la activación de NF-B y la secreción de IL-8, tal como se describe 
en los ítems 23.3 y 23.4 respectivamente. 
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24- DETERMINACIÓN DE PROTEÍNAS 
 
La determinación de proteínas de los diferentes ensayos se realizó por el método de 
Bradford utilizando el kit Protein Assay (Bio-Rad) según instrucciones del fabricante. 
 
25- ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 
Los resultados fueron expresados como la media ± ESM. Los datos fueron analizados 
con el programa GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, Inc. San Diego, CA, USA) 
con análisis de la varianza de una vía (ANOVA) seguido del test de Bonferroni de 
comparación múltiple en los ensayos de análisis de la composición lipídica de 
amastigotes de T. cruzi, en la determinación de la actividad lítica de los Ac anti-
fosfolípidos y en todos los ensayos de estimulación de macrófagos y HEK293A con los 
extractos lipídicos totales. Se utilizó ANOVA de dos vias seguido del test de Bonferroni 
de comparación múltiple en los ensayos de detección de anticuerpos anti-fosfolípidos y 
anticuerpos anti-PLA1 recombinante. Se utilizó el test de Student para muestras no 
pareadas en los ensayos de estimulación de macrófafos J774 con PLA1 recombinante. 
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ANEXO: BUFFERS, SOLUCIONES GENERALES Y MEDIOS DE CULTIVO 
 
- Solución buffer fosfato (PBS), pH 7.4 (para preparar 1 litro) 
NaCl 10 g 
KCl 0.25 g 
KH2PO4 0.25 g 
Na2HPO4 . 2H20 1.88 g 
 
- Solución buffer 1M Tris-HCl, pH 8.0 (para preparar 1 litro) 
Tris base 121 g 
H2O 700 ml 
Llevar a pH 8,0 con 5 N HCl y llevar a volumen final con H2O 
 
- Solución buffer Tris-salina (TBS), pH 7.4 (para preparar 1 litro) 
Tris base 3 g 
NaCl 8 g 
KCl 0.2 g 
H2O 800 ml 
Llevar a pH 7.4 con 5 N HCl y llevar a volumen final con H2O 
 
- Solución buffer Tris Borato EDTA (TBE) (para preparar 1 litro) 
Tris base 10,8 g 
Ácido Bórico 5.5 g 
0,5 M EDTA (pH 8,0) 4 ml 
 
- EDTA 0.5 M, pH 8.0 (para preparar 250 ml) 
EDTA 56.33 g 
H2O 117 ml 
Llevar a pH 8.0 con 10 N NaOH y llevar a volumen final con H2O 
 
- Buffer Laemmli para muestras de proteínas (1X) 
Tris-HCl 0.5 M, pH 6.8 50 mM 
SDS 2 % p/v 
Glicerol 10 % v/v 
Azul de Bromofenol 0.1 % p/v 
100 mM DTT 
Materiales y Métodos 
 
 
84 
 
 
- Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)  
La separación de proteínas se realizó en geles de 10 % de poliacrilamida en condiciones 
desnaturalizantes (Laemmli, 1970; Studier, 1973). Se preparó primero el gel separador y 
luego de su polimerización se depositó sobre el mismo el gel concentrador, donde se 
sembraron las muestras.  
 
Gel separador  
(10 ml)                                          
Gel concentrador  
             (5 ml)  
Acrilamida /  
Bis-Acrilamida  
(30:1)  
  3.3 ml  0.83 ml  
1.5 M Tris HCl, 
pH 8.8  
 2.5 ml      ---  
1 M Tris HCl,  
pH 6.8  
       ---  0.63 ml  
10% SDS  0.1 ml  0.05 ml  
10% PSA  0.1 ml  0.05 ml  
TEMED      4 μl       5 μl  
 H20     4 ml    3.4 ml  
 
- Buffer de corrida (1X) para geles de SDS-PAGE 
Tris 25 mM 
SDS 0.1 % 
Glicina 250 mM 
 
- Solución para Tinción de proteínas con Coomassie Blue R-250 (para preparar 100 
ml) 
Coomassie Brillant Blue R-250 0.1 g 
Metanol 45 ml 
Ácido acético 10 ml 
H2O 45 ml 
 
- Solución de Rojo Ponceau S para Tinción de membranas de nitrocelulosa (para 
preparar 100 ml) 
Rojo Ponceau S 0.5 g 
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Ácido acético 1 ml 
H2O 99 ml 
 
- Geles de Agarosa 
Para preparar geles de agarosa al 1,5% se disolvió 1,5 g de agarosa en 100 ml de buffer 
TBE y se fundió en un calentador de microondas. 
 
- Medio de cultivo Luria-Bertani (LB) (para preparar 1 litro) 
Bacto-triptona 10 g 
Extracto de levadura 5 g 
NaCl 10 g 
Ajustar pH a 7.0 con NaOH 10N 
 
- Medio de cultivo LB-Agar (para preparar 1 litro) 
Agregar 15 g de agar al de medio de cultivo LB líquido. 
 
- Buffer de lisis para purificación PLA rec 
50 mM NaH2PO4  
300 mM NaCl 
pH8.0 
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PARTE A: PARTICIPACIÓN DE LA PLA1 DE T. cruzi EN LA RESPUESTA 
INFLAMATORIA EN MACRÓFAGOS 
 
En trabajos previos de nuestro laboratorio hemos demostrado en T. cruzi la presencia de 
actividad PLA1 con mayores niveles en los estadios infectivos amastigotes y 
tripomastigotes y sugerimos que la misma tiene un papel crítico en los eventos 
tempranos de la interacción parásito-célula huésped y en invasión [51,57]. Con el objeto 
de investigar si la PLA1 de T. cruzi participa también en la respuesta inflamatoria en 
macrófagos, en esta sección se presenta el clonado de la misma en un sistema de 
expresión eucariota baculovirus-células de insecto, a partir de la PLA1 previamente 
clonada y expresada en sistema procariota [59]. La obtención de dicha enzima 
recombinante fue una herramienta que permitió evaluar su capacidad de activar per se la 
respuesta inflamatoria en macrófagos y además estudiar si la PLA1 de T. cruzi podía ser 
reconocida por sueros de ratones infectados con las cepas RA o K98, a diferentes 
tiempos post-infección.  
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1- CLONADO Y EXPRESIÓN DE PLA1 RECOMBINANTE DE T. cruzi EN EL SISTEMA 
EUCARIOTA BACULOVIRUS-CÉLULAS DE INSECTO 
 
1.1- Amplificación de la secuencia codificante de la PLA1 recombinante de T. cruzi 
por PCR 
 
Con el objeto de amplificar el gen de la PLA1 se desarrolló un protocolo de PCR 
utilizando cebadores específicos (Materiales y Métodos, ítem 3.1). 
 
Figura 1. Secuencia de PLA1 de T. cruzi. 
 
 
Secuencia de nucleótidos y aminoácidos de la PLA1 de T. cruzi donde se indica con subrayado el 
sitio de pegado de los cebadores específicos que permitieron su amplificación por PCR. Se 
resalta la secuencia del péptido señal que se conservó en el clonado, la secuencia del sitio 
activo con el consenso lipasa (verde) y la secuencia introducida que codifica para una cola de 6 
Histidinas (celeste). 
5´atgcgccgccgccgcaccatgactgtcgtggtcgtcatcctcatccttctctgcggggag 
  M  R  R  R  R  T  M  T  V  V  V  V  I  L  I  L  L  C  G  E  
 gatgtccgcgccgactactcggtgcggttggcaacgacggcactgtactatgcgaaggca 
  D  V  R  A  D  Y  S  V  R  L  A  T  T  A  L  Y  Y  A  K  A  
 gcgtactgcaaggccgaagccatttccagctggacctgtgtctcctgcgccagcaacccg 
  A  Y  C  K  A  E  A  I  S  S  W  T  C  V  S  C  A  S  N  P  
 ggaatgcaaaaggtgcgtgtctttacgaatgccaagcacagcacgcaggcgtttgtgggc 
  G  M  Q  K  V  R  V  F  T  N  A  K  H  S  T  Q  A  F  V  G  
 gtcaacaacagcatgattgtggtaagttttcgcggaacagtggatcttaataactggcta 
  V  N  N  S  M  I  V  V  S  F  R  G  T  V  D  L  N  N  W  L  
 tacgatctggattttattcccgttccgtacatacgggatggctgcgttgggtgtcttgtt 
  Y  D  L  D  F  I  P  V  P  Y  I  R  D  G  C  V  G  C  L  V  
 cacgccggcttccattgcgaattggagtcattgtgggcggagatgcgggggtacctacag 
  H  A  G  F  H  C  E  L  E  S  L  W  A  E  M  R  G  Y  L  Q  
 gaacttgttgcggggaaaggaatcgagggaattctcatcactgggcacagccttggcggc 
  E  L  V  A  G  K  G  I  E  G  I  L  I  T  G  H  S  L  G  G  
 gccatggccaatatcgccgctgccaatttgatgtctcagaatcccttgttccccggtgca 
  A  M  A  N  I  A  A  A  N  L  M  S  Q  N  P  L  F  P  G  A  
 ccgaaggttttgctgtacacgtttgggcaaccgcgcgtgggaaacgaggcattcgccaac 
  P  K  V  L  L  Y  T  F  G  Q  P  R  V  G  N  E  A  F  A  N  
 tggcttcttgcatcgttttgccgcgacggtcatgagtcgtaccgcgtgacgcataagcgg 
  W  L  L  A  S  F  C  R  D  G  H  E  S  Y  R  V  T  H  K  R  
 gatgttgtgccgcaccttctccccatgttgtttggattttatcacgctcccaatgaagta 
  D  V  V  P  H  L  L  P  M  L  F  G  F  Y  H  A  P  N  E  V  
 tggtacgacaatgacggggacacggtgcacaagaactgtactgatatctttggcacaccg 
  W  Y  D  N  D  G  D  T  V  H  K  N  C  T  D  I  F  G  T  P  
 tgttctgctttgaccgccgatgaggaccccaattgcagcgacagcatcgtttccacttcc 
  C  S  A  L  T  A  D  E  D  P  N  C  S  D  S  I  V  S  T  S  
 attgaggaccacctgaagtatctgggtgtgtgtacacgctgttcatgcgatcccggggaa 
  I  E  D  H  L  K  Y  L  G  V  C  T  R  C  S  C  D  P  G  E  
 gcaatgagcgacgaggagcttcgcctcccaccggaacttgaacgggttgtcgcaatggac 
  A  M  S  D  E  E  L  R  L  P  P  E  L  E  R  V  V  A  M  D  
 tacatttatcagcaatcgagaaatatgaggcgttttccgcctttccccgcgcgtcacaga 
  Y  I  Y  Q  Q  S  R  N  M  R  R  F  P  P  F  P  A  R  H  R  
 gagtctcatcaccatcaccatcactga 3´ 
  E  S  H  H  H  H  H  H  - 
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La reacción de PCR se realizó utilizando un gradiente de temperatura y se obtuvieron 
bandas únicas de peso molecular a partir de los 62ºC, correspondientes al tamaño 
esperado de PLA1 de 1050 pb, las cuales fueron separadas en un gel de agarosa (Figura 
2). En la calle correspondiente al control negativo no se observaron bandas, 
corroborando que las bandas obtenidas en presencia del templado fueron específicas y 
no producto de contaminación de los reactivos. 
 
Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa de los productos obtenidos por PCR 
correspondientes a PLA1 de T. cruzi 
 
 
 
Los productos de la PCR se separaron en un gel de agarosa al 1,5%, en presencia del colorante 
para ADN GelRed y las bandas se visualizaron con luz U.V. 
C (-): control negativo (sin templado), M: marcadores de peso molecular, °C: Temperatura de 
apareamiento de los cebadores a las hebras de ADN, pb: pares de bases. 
 
El producto de PCR amplificado se purificó desde el gel de agarosa y se agregaron 
extremos cohesivos para luego clonar en el vector pGEM-T easy. 
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1.2- Análisis de las bacterias E. coli DH5 transformadas con el constructo pGEM-
T-PLA1 
 
Se transformaron bacterias E. coli DH5 competentes con el constructo pGEM-T-PLA1 y 
luego de incubarlas toda la noche a 37°C, se eligieron colonias al azar para evaluar por 
PCR la incorporación del plásmido conteniendo la secuencia de interés en dichas 
bacterias. La banda de 1050 pb confirmó la presencia del inserto codificante para PLA1 
en las bacterias seleccionadas (Figura 3). 
 
Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa de los productos obtenidos por PCR 
correspondientes a bacterias transformadas con el constructo pGEM-T-PLA1 
 
 
 
Los productos de PCR se separaron en un gel de agarosa al 1,5%, en presencia del colorante 
para ADN GelRed y las bandas se visualizaron con luz U.V. 
M: marcadores de peso molecular, C (-): control negativo (sin templado), col: colonia, pb: pares 
de bases. 
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1.3- Clonado del inserto que codifica para la PLA1 de T. cruzi en el vector de 
expresión pFastBac1 y obtención del bácmido recombinante 
 
Los plásmidos pGEM-T-PLA1 seleccionados previamente fueron tratados con las enzimas 
de restricción Xho I y Hind III para linealizar el plásmido de expresión pFastBac1 y 
obtener sitios de restricción direccionados que permitieran el ligado del fragmento PLA1 
con el sitio de clonado múltiple de este vector de expresión. El plásmido linealizado y el 
inserto se ligaron tal como se describe en el item 3.10 de Materiales y Métodos. Luego, 
se transformaron bacterias E. coli DH5 competentes con el constructo pFastBac1-PLA1, 
se incubaron toda la noche y se eligieron colonias al azar donde se evaluó la 
incoporación de dicho plásmido por PCR. La visualización en el gel de agarosa de la 
banda de 1050 pb confirmó la presencia del constructo pFastBac1-PLA1 en las bacterias 
seleccionadas. Posteriormente, dichos plásmidos se purificaron y se corroboró la 
secuencia de PLA1 clonada por secuenciación. 
 
Con el objeto de construir bácmidos recombinantes con la secuencia de la PLA1 de T. 
cruzi, se transformaron bacterias E. coli DH10-Bac con el constructo pFastBac1-PLA1, tal 
como se describe en el item 3.12 de Materiales y métodos y luego de incubarse toda la 
noche, se eligieron colonias al azar para evaluar los bácmidos por PCR. La 
incorporación de la secuencia de PLA1 en los bácmidos recombinantes seleccionados se 
confirmó por la obtención de bandas de 3350 pb al utilizar los cebadores M13 sentido / 
M13 anti-sentido o bien bandas de 2557 pb con los cebadores M13 sentido / 257 anti-
sentido), mientras que en aquellos bácmidos sin recombinar sólo se observó una banda 
de 300 pb (Figura 4). 
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Figura 4. Análisis de los bácmidos recombinantes por PCR 
 
 
Los bácmidos recombinantes se analizaron por PCR utilizando dos pares diferentes de 
cebadores: M13 sentido / M13 anti-sentido y M13 sentido / 257 anti-sentido. Los productos de la 
PCR se separaron en un gel de agarosa al 1,5%, en presencia del colorante para ADN GelRed y 
las bandas se visualizaron con luz U.V.  
C (-): control negativo (sin templado), col: colonias, M: marcadores de peso molecular, M13 F: 
cebador sentido M13, M13 R: cebador anti-sentido M13, 257 R: cebador anti-sentido interno de 
la secuencia de PLA1, pb: pares de bases. 
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1.4- Determinación de la actividad de la PLA1 recombinante en las líneas celulares 
de insecto Sf9, High-Five y Mimic-Sf9 
 
Dado que la PLA1 es una glicoproteína secretada al medio extracelular [51] y a fin de 
optimizar su expresión, los bácmidos recombinantes obtenidos se utilizaron para infectar 
las líneas celulares de insecto Sf9 de Spodoptera frugiperda, High-Five derivada de 
Trichoplusia ni y Mimic-Sf9. Se ha descripto que High-Five tiene la capacidad de mejorar 
el rendimiento en la expresión de proteínas secretadas hasta diez veces más que la 
línea Sf9, mientras que la línea celular Mimic-Sf9 posee glicosiltransferasas que 
permiten la incorporación de N-glicanos complejos con ácido siálico y galactosa a nivel 
terminal.  
Los resultados mostraron que en la línea celular Sf9 a los 4-5 días post infección, se 
obtuvo la mayor actividad de la proteína recombinante expresada (Figura 5). La actividad 
en los sobrenadantes correspondientes a cada línea celular fue significativamente menor 
que la detectada en las células, sugiriendo que, en este sistema de expresión y las 
líneas celulares utilizadas, la enzima recombinante se expresa mayoritariamente en las 
células. 
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Figura 5. La mayor actividad PLA1 se obtiene a los 4-5 dpi en las células de la línea 
Sf9 
 
Se infectaron células de insecto de las líneas Sf9, High-Five y Mimic-Sf9 con los baculovirus 
recombinantes obtenidos y se cosecharon a los 3, 4 y 5 dpi. Luego la actividad PLA1 se 
determinó en las células (A) y los correspondientes sobrenadantes (B) tomando alícuotas que se 
incubaron con el sustrato NBD-PC por 2 h a 37ºC. Se extrajeron los lípidos y se cuantificó la 
fluorescencia en la fase acuosa. Los resultados se expresan en unidades relativas de 
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fluorescencia (URF) con respecto a la proteína total de cada muestra. Estadísticamente 
significativo **p˂0.01, ***p˂0.001. 
 
1.5- Expresión de PLA1 recombinante en sistema eucariota de baculovirus-células 
de insecto Sf9 
 
Habiendo establecido que la mayor actividad de la PLA1 recombinante de T. cruzi fue en 
la línea celular Sf9, se amplificaron los cultivos de esta línea celular y se realizaron las 
sucesivas infecciones, determinándose que el título de los baculovirus recombinantes 
era de 3,2x106. Estos se utilizaron para infectar nuevas Sf9, las que a los 5 dpi se 
cosecharon junto a sus sobrenadantes y se analizaron por inmunoblot. En la Figura 6A 
se observan bandas de aproximadamente 40 KDa que corresponden al peso molecular 
estimado para la PLA1 de T. cruzi [51], mostrando además que la proteína recombinante 
se expresó y acumuló mayoritariamente en las células (Cel) y sólo una proporción menor 
secretada a los sobrenadantes de cultivo (Sn).  
   
Figura 6. Detección de la expresión de PLA1 recombinante de T. cruzi por 
inmunoblot 
 
Las células de insecto Sf9 se infectaron con los baculovirus recombinantes o con baculovirus 
recombinantes de una proteína no relacionada (control). A los 5 dpi se cosecharon las células 
control, las células infectadas (Cel) y sus correspondientes sobrenadantes (Sn). A) Las muestras 
se separaron en geles SDS-PAGE al 10%, se analizaron por inmunoblot utilizando un Ac 
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primario monoclonal específico anti-histidina y se revelaron por quimioluminiscencia. B) Como 
control de carga, la membrana de nitrocelulosa se tiñó con Ponceau S. Las imágenes son 
representativas de dos ensayos independientes. mpm: marcadores de peso molecular. 
 
1.6- Purificación de PLA1 recombinante de T. cruzi por cromatografía de afinidad 
 
A partir de las células de insecto Sf9 infectadas con los baculovirus recombinantes 
descriptos se realizó una cromatografía de afinidad con una resina Ni-NTA Agarosa, 
para purificar la PLA1 recombinante de T. cruzi, la que posee una secuencia repetitiva de 
6 histidinas. Las alícuotas obtenidas en los diferentes pasos de purificación se 
analizaron en geles de SDS-PAGE y posterior tinción con Coomassie blue, donde se 
observó la presencia de una banda de aproximadamente 40 kDa en la calle 
correspondiente al eluido 2 (E2) (Figura 7A). El análisis por inmunoblot utilizando el Ac 
específico anti-histidina reconoció una banda de aproximandamente 40 kDa en las 
fracciónes correspondientes al sobrenadante de 12900g del lisado celular inicial (inicial) 
y al E2 (Figura 7B). La banda de E2 también fue reconocida al utilizar un suero anti-PLA1 
(Figura 7C). 
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Figura 7. Purificación de PLA1 recombinante por cromatografía de afinidad 
 
 
La PLA1 recombinante de T. cruzi se purificó por cromatografía de afinidad con una resina 
Niquel-Agarosa y se analizaron alícuotas de las diferentes muestras en geles de SDS-PAGE 
10% por: A) tinción con Coomassie blue; B) inmunoblot utilizando un Ac primario monoclonal 
anti-Histidina o C) suero anti-PLA1 de T. cruzi. Las imágenes son representativas de dos 
ensayos independientes. mpm: marcadores de peso molecular, Inicial: sobrenadante de 12900g 
del lisado celular, per: percolado, lav: lavados, E: eluidos. 
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1.7- Determinación del pH óptimo de actividad de la PLA1 recombinante de T. cruzi 
 
Con el objeto de determinar si el pH óptimo de actividad de la enzima recombinante 
obtenida era similar a lo determinado previamente para la enzima nativa de T. cruzi [51], 
se realizaron ensayos de actividad a pH 5 y 7, con tiempos de incubación de 2 ó 20 h. 
Los resultados indicaron que la actividad de la enzima es óptima a pH 5, y que 2 h de 
incubación es suficiente para que la enzima hidrolice el sustrato fluorescente (Figura 8). 
 
Figura 8. La PLA1 recombinante tiene pH óptimo ácido. 
 
 
 
 
La actividad PLA1 se determinó incubando alícuotas de la PLA1 recombinante de T. cruzi 
purificada (PLA1 rec) con el sustrato NBD-PC por 2 h ó 20 h a pH 5 ó 7, a 37ºC. Se extrajeron los 
lípidos y se cuantificó la fluorescencia en la fase acuosa. Los resultados se expresan en 
unidades relativas de fluorescencia (URF) con respecto a la proteína total de cada muestra. Las 
determinaciones se realizaron por duplicado. Estadísticamente significativo *p˂0.05, ***p˂0.001. 
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Para corroborar la identidad de los lípidos fluorescentes generados por actividad de la 
PLA1 recombinante, se analizaron también los ensayos de actividad por cromatografía 
en capa delgada. En la Figura 9 se observa que la hidrólisis de NBD-PC por la enzima 
recombinante generó unicamente lisofosfatidilcolina marcada fluorescentemente, sin 
generación de ácidos grasos libres marcados, siendo esto indicativo de actividad PLA1. 
 
Luego de la purificación, la actividad de la PLA1 recombinante se incrementó 15 veces 
respecto del inicial (sobrenadante de 12900 g del lisado celular), siendo la actividad 
específica de la PLA1 recombinante purificada de 96 ± 2.1 nMoles de LPC liberada x min
-
1 x mg-1. 
 
Figura 9. La proteína recombinante expresada tiene actividad PLA1 
 
 
 
El ensayo de actividad se realizó incubando la PLA1 recombinante de T. cruzi obtenida con NBD-
PC por 2 h a pH 5. Se realizó la extracción de los lípidos totales por el método de Bligh & Dyer y 
los lípidos de la fase orgánica se analizaron por TLC y se reveló con luz U.V. O: origen; LPC: 
lisofosfatidilcolina; PC: fosfatidilcolina; C (-): control negativo; C (+): control positivo, PLA1 nativa.  
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2- DETECCIÓN DE ANTICUERPOS ANTI-PLA1 EN SUEROS DE RATONES 
INFECTADOS CON T. cruzi CEPAS RA Y K98 
 
Dado que previamente describimos la PLA1 de T. cruzi como un nuevo factor de 
virulencia [59] y que se genera una importante respuesta humoral en la infección con 
este parásito, se evaluó la presencia de Ac anti-PLA1 de T. cruzi en los sueros de 
ratones infectados con las cepas RA o K98 de T. cruzi provenientes a diferentes tiempos 
post-infección. 
En relación a los Ac de isotipo IgM, los resultados indican que sólo los sueros 
provenientes de ratones infectados con RA generaron mayores niveles de Ac con 
respecto a los sueros de ratones normales (A450/A450 día 0 ˃1), no observándose 
diferencias entre las fases aguda y crónica (Figura 10A). Con respecto a los sueros 
provenientes de ratones infectados con la cepa K98 no se detectaron IgM anti-PLA1 de 
T. cruzi en ninguna de las fases analizadas. 
Con respecto a los Ac de isotipo IgG, los resultados indican que durante la fase aguda 
sólo los sueros provenientes de ratones infectados con RA generaron mayores niveles 
de Ac con respecto a los sueros de ratones normales. Durante la fase crónica hubo un 
incremento significativo para ambas cepas en los niveles de Ac respecto a la aguda, 
siendo los sueros de ratones infectados con RA los que tuvieron mayores niveles de Ac 
con respecto a K98 (Figura 10B).  
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Figura 10. Detección de IgM e IgG anti-PLA1 en sueros de ratones infectados con 
las cepas RA o K98 
 
 
 
La determinación de los Ac se realizó por ELISA utilizando como antígeno sensibilizante la PLA1 
recombinante de T. cruzi. Los resultados se expresaron como la relación de absorbancia (A450) 
del suero de cada ratón infectado y la correspondiente al día cero, ratones no infectados (A450 día 
0). Agudo: sueros de ratones infectados con T. cruzi (cepas RA o K98) de 21 a 54 dpi; Crónico: 
sueros de ratones infectados con T. cruzi (cepas RA o K98) de 120 dpi; ns: no significativo; 
estadísticamente significativo *p˂0.05, **p˂0.01, ***p˂0.001.  
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3- EFECTO DE LA PLA1 RECOMBINANTE DE T. cruzi SOBRE MACRÓFAGOS 
 
Para continuar nuestros estudios sobre el papel de la PLA1 de T. cruzi sobre la celula 
huésped, en esta sección se estudió el efecto de la enzima recombinante en la inducción 
de una respuesta inflamatoria en macrófagos murinos de la línea J774. 
 
3.1- La PLA1 recombinante de T. cruzi indujo la liberación de Óxido Nítrico 
 
Se determinó en los sobrenadantes de macrófagos estimulados con la PLA1 
recombinante de T. cruzi, si la misma era capaz de inducir la producción de óxido nítrico 
(ON), una de las principales moléculas efectoras con capacidad tripanocida. En la Figura 
11 se muestra que en los sobrenadantes de las células estimuladas con la PLA1 
recombinante, se detectaron niveles significativos de nitritos con respecto al control, 
indicativo de la producción de ON. 
 
Figura 11. La PLA1 recombinante de T. cruzi estimuló la producción de ON 
 
 
Los macrófagos fueron estimulados por 48 h con 1,7 µg/mI de PLA1 recombinante de T. cruzi 
(PLA1 rec) o un volumen equivalente de buffer de elución (control), en presencia de 600 pg/ml 
IFN-. Se determinó en los sobrenadantes la producción de nitritos mediante la reacción de 
Griess. Cada barra representa la media ± ESM de determinaciones por triplicado de tres 
ensayos independientes; estadísticamente significativo *p˂0.05.  
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 3.2- La PLA1 recombinante de T. cruzi indujo la liberación de TNF-α 
 
Se ha descripto que al inicio de la infección por T. cruzi se desencadena una fuerte 
respuesta inflamatoria, con producción de citoquinas tales como TNF-, capaces de 
activar células efectoras para el control de los parásitos [162]. Por este motivo, se 
analizó si la PLA1 recombinante era capaz de promover la producción de esta citoquina 
pro-inflamatoria en macrófagos peritoneales murinos. En la Figura 12 se muestra que al 
analizar por ELISA los sobrenadantes de las células estimuladas con la PLA1 
recombinante se detectaron niveles significativos de TNF- con respecto al control. 
 
Figura 12. La PLA1 recombinante de T. cruzi indujo la liberación de TNF-. 
 
 
 
Los macrófagos fueron estimulados con 1,7 μg/mI de PLA1 recombinante de T. cruzi (PLA1 rec) o 
un volumen equivalente de buffer de elución (control) por 24 h. Los niveles de TNF-α se 
determinaron por ELISA en los sobrenadantes celulares. Cada barra representa la media ± ESM 
de determinaciones por triplicado de tres ensayos independientes; estadísticamente significativo 
**p˂0.01. 
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3.3- La PLA1 recombinante de T. cruzi indujo la expresión de COX-2  
 
Considerando que durante la infección por T. cruzi, se estimula la expresión de COX-2, 
una de las enzimas involucradas en la formación de eicosanoides, mediadores lipídicos 
de la inflamación [124], se estudió si la PLA1 recombinante era capaz de inducir COX-2. 
Para ello se determinó la expresión de esta enzima por inmunoblot en macrófagos 
previamente estimulados con la PLA1 recombinante, observándose que ésta indujo 
niveles significativos de COX-2 con respecto al control (Figura 13). 
 
Figura 13. La PLA1 recombinante de T. cruzi indujo la expresión de COX-2 
 
 
Los macrófagos fueron estimulados con 1,7 μg/mI de PLA1 recombinante de T. cruzi (PLA1 rec) o 
un volumen equivalente de Buffer de elución (control) por 24 h. A) La imagen muestra el análisis 
por inmunoblot de la expresión de COX-2 utilizando un Ac primario policlonal específico. Como 
control de carga se determinó la expresión de -actina. La imágen se visualizó por 
quimioluminiscencia y es representativa de tres ensayos independientes. B) Se cuantificó la 
intensidad de las bandas de COX-2 por densitometría y se normalizaron a la intensidad de sus 
correspondientes bandas de -actina. Los resultados representan la media ± ESM de 
determinaciones por triplicado. UA: unidades arbitrarias respecto al control; estadísticamente 
significativo *p˂0.05. 
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PARTE B: ESTUDIO DE LOS EXTRACTOS LIPÍDICOS TOTALES DE AMASTIGOTES 
DE T. CRUZI Y SU PARTICIPACIÓN EN LA RESPUESTA INFLAMATORIA EN 
MACRÓFAGOS 
 
Luego de haber analizado la participación directa de la PLA1 de T. cruzi en la inducción 
de parámetros pro-inflamatorios en macrófagos, en esta sección estudiaremos si los 
lípidos parasitarios, que son sustratos o productos de degradación de esta enzima, son 
antígenos relevantes en la activación de macrófagos y si los TLRs participan en dicho 
proceso. Se estudió además si los sueros de ratones infectados con T. cruzi cepas RA o 
K98 presentaban Ac anti-fosfolípidos. 
 
4- ANÁLISIS DE LA COMPOSICIÓN LIPÍDICA DE AMASTIGOTES DE T. cruzi 
 
4.1- Los extractos lipídicos totales de amastigotes de T. cruzi mostraron 
diferencias cuantitativas en sus perfiles lipídicos. 
 
 
En trabajos previos de nuestro laboratorio hemos descripto diferencias en el perfil del 
extracto de lípidos totales de amastigotes de T. cruzi de la cepa de alta virulencia RA 
(RA) con respecto al de parásitos lisados e incubados (RAinc). En RA, el principal 
fosfolípido es PC, que se degrada cuando los parásitos se lisan e incuban, observando 
un aumento simultáneo de los AGL, hechos que podrían atribuirse a la actividad de la 
PLA1 de T. cruzi, [57]. En el presente trabajo, analizamos por cromatografía en capa 
delgada (TLC) los extractos lipídicos totales de amastigotes de T. cruzi de la cepa K98 
(K98), así como el correspondiente a los extractos lipídicos de parásitos lisados e 
incubados 18 h a 37°C (K98inc). En la Figura 14A se observa que K98 y K98inc poseen 
diferencias cuantitativas en sus perfiles lipídicos, siendo la fosfatidiletanolamina (PE) el 
principal fosfolípido en ambos extractos lipídicos. Los análisis densitométricos mostraron 
en K98inc una disminución significativa de PE, lisofosfatidiletanolamina (LPE) y 
lisofosfatidilcolina (LPC) (36, 48 y 56% respectivamente) y un aumento concomitante de 
AGL (59%) en K98inc con respecto a K98 (Figura 14B). 
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Figura 14. K98 y K98inc presentaron diferencias cuantitativas en sus perfiles 
lipídicos 
 
 
 
(A) K98 y K98inc fueron separados por TLC mediante una elución de doble desarrollo. Para el 
revelado, las placas fueron rociadas con 10% CuSO4 en 8% H3PO4 y los lípidos se carbonizaron 
a 150°C por 13 min, siendo identificados por comparación con estándares comerciales. La 
imagen es representativa de tres ensayos independientes realizados con extractos lipídicos de 
lotes independientes. 
(B) Análisis densitométrico del cromatofolio. El porcentaje de cada fracción lipídica se calculó 
con respecto a los lípidos totales en su respectiva calle. Cada barra representa la media ± ESM 
de determinaciones por triplicado. O: origen; LPC: Lisofosfatidilcolina; PC: Fosfatidilcolina; LPE: 
Lisofosfatidiletanolamina; PE: Fosfatidiletanolamina; COL: Colesterol; DG: Diacilglicerol; AGL: 
Ácidos grasos libres; TG: Triacilglicerol; EE: Ésteres de esterol; K98: extracto lipídico total de 
amastigotes de T. cruzi cepa K98; K98inc: extracto lipídico total de amastigotes incubados de T. 
cruzi cepa K98; ns: no significativo; estadísticamente significativo *p˂0,05; **p˂0,01; ***p˂0,001. 
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4.2- Análisis por Cromatografia gaseosa-Espectrometria de masa (CG-EM) de los 
ácidos grasos de los extractos lipídicos totales de amastigotes de T. cruzi 
 
Para determinar la identidad de los ácidos grasos presentes en K98, K98inc, RA y 
RAinc, realizamos el análisis de los mismos por CG-EM (Tabla 1). La Figura 15 muestra 
los cromatogramas del análisis de los ácidos grasos totales de RA, RAinc, K98 y 
K98inc. En la Figura 16 se muestra que los más abundantes en todos los extractos 
fueron ácido esteárico seguido por ácido palmítico y luego ácido lignocérico. 
Determinamos además diferencias cuantitativas en los ácidos grasos principales de RA 
y K98. El primero presentó mayores niveles de ácido palmítico, ácido lignocérico y ácido 
oleico con respecto a K98 (30%, 34% y 25% mayor, respectivamente), mientras que el 
ácido 4,7,10,13,16,19-docosahexaenoico, ácido elaídico, ácido linoleico, ácido 
araquidónico y ácido mirístico estuvieron presentes en mayores proporciones en K98 
que en RA (80%, 108%, 24%, 84% y 30% mayor, respectivamente). Con respecto a 
K98inc vs K98, detectamos un 30% de aumento en ácido esteárico en el primero y al 
analizar RAinc vs RA demostramos en el primero un aumento de 8% en ácido esteárico 
y un 5% en ácido palmítico. 
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Figura 15. Cromatogramas correspondientes al análisis de los ácidos grasos de 
RA, RAinc, K98 y K98inc 
 A 
B  
C  
D  
Cromatogramas del análisis de los ácidos grasos de A) K98, B) K98inc, C) RA y D) RAinc, 
indicando la abundancia relativa en función de los tiempos de retención de cada ácido graso.  
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Tabla 1. Análisis de los ácidos grasos de RA, RAinc, K98 y K98inc 
 
 
Se realizó por CG-EM el análisis de los ácidos grasos totales de los extractos lipídicos de 
amastigotes de T. cruzi. Los componentes se identificaron comparando sus espectros de masa 
con los de la biblioteca NIST05 contenida en la computadora del espectrómetro de masa. Los 
ácidos grasos se enumeran en orden ascendente de acuerdo con el tiempo de retención y su 
contenido se presenta como el porcentaje de cada ácido graso con respecto al total de cada 
muestra. 
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Figura 16. Ácidos grasos presentes en los extractos lipídicos totales de 
amastigotes de T. cruzi 
 
 
Los ácidos grasos más abundantes determinados por CG-EM se representaron en un gráfico 
circular. 
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4.3- Participación de la PLA1 de T.cruzi en la modificación de los lípidos de 
amastigotes 
 
Para determinar si la PLA1 de T. cruzi participa en la hidrólisis de fosfolípidos endógenos 
que observamos luego de la incubación de los parásitos previamente lisados, se 
realizaron dos enfoques experimentales diferentes. 
 
4.3.1- La PLA1 nativa de T. cruzi fue capaz de hidrolizar los fosfolípidos de 
amastigotes  
 
En primer lugar se realizó el tratamiento de los homogenatos de amastigotes cepa RA 
con Clorpromazina, un inhibidor específico de la PLA1 de T. cruzi [57] el cual podría 
suprimir las modificaciones de la enzima nativa sobre los lípidos previamente 
determinadas (Figura 14). En la Figura 17A se evidencia que la Clorpromazina inhibió la 
actividad de la PLA1 nativa. El análisis densitométrico muestra que este compuesto 
inhibió significativamente la degradación de PC y PE, así como la generación de AGL y 
LPC, de una manera dosis dependiente (Figura 17B). Dado que LPE y Clorpromazina 
presentaron una movilidad similar en la TLC, no se pudo analizar ni discriminar ninguna 
variación en este lípido. 
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Figura 17. La Clorpromazina inhibió la actividad de la PLA1 nativa de T. cruzi sobre 
los lípidos parasitarios 
 
 
A) Los homogenatos de amastigotes de la cepa RA se preincubaron a temperatura ambiente con 
diferentes concentraciones (2,5, 5,0 y 10,0 mM) de Clorpromazina (CPZ), inhibidor de PLA1, y 
luego se incubaron 5 horas a 37°C. Como controles, se incluyeron los lípidos de homogenatos 
de amastigotes sin CPZ no incubados (T0) e incubados 5 h (T5). Los lípidos se extrajeron y se 
separaron por TLC, se identificaron por comparación con estándares comerciales y la 
determinación de masa se llevó a cabo por carbonización. La imágen es representativa de 3 
ensayos independientes. B) Se realizó el análisis densitométrico de los cromatofolios con el Gel-
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Pro® Analyzer 4.0 y se determinó el porcentaje de cada fracción de lípidos sobre el contenido de 
PE + PC + LPC + AGL para cada calle. Cada barra representa la media ± SEM de 
determinaciones por triplicado. O: origen; LPC: lisofosfatidilcolina; PC: fosfatidilcolina; LPE: 
lisofosfatidiletanolamina; PE: fosfatidiletanolamina; COL: colesterol; DG: Diacilglicerol; AGL: 
ácidos grasos libres; TG: triacilglicerol; EE: Ésteres de esterol; estadísticamente significativos 
**p˂0.01 y ***p˂0.001. 
 
 
4.3.2- La PLA1 recombinante hidrolizó los fosfolípidos de amastigotes de T. cruzi 
 
En el segundo enfoque experimental, evaluamos el efecto de la PLA1 recombinante de 
T. cruzi sobre los extractos lipídicos totales de amastigotes cepa RA. Para ello, se 
extrajeron los lípidos de los homogenatos, con el fin de eliminar las enzimas nativas del 
parásito como la PLA1 que podrían hidrolizar los fosfolípidos endógenos y luego se 
incubaron con la PLA1 recombinante de T. cruzi. La Figura 18A muestra que la enzima 
recombinante hidrolizó significativamente los lípidos del parásito. El análisis 
densitométrico muestra una disminución significativa en PC y PE (35 y 20%, 
respectivamente) y un aumento concomitante de LPC y AGL (218 y 88%, 
respectivamente), con respecto al control (Figura 18B).  
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Figura 18. Los fosfolípidos de amastigotes fueron hidrolizados por la PLA1 
recombinante de T. cruzi 
 
 
 
A) Los extractos lipídicos totales (2.5 mg) de amastigotes de T. cruzi cepa RA se incubaron a 
37°C por 18 h con PLA1 recombinante (140 μg) o 200 μl buffer de elución como control. Los 
lípidos fueron extraídos y separados por TLC e identificados por comparación con estándares 
comerciales. La placa de TLC es representativa de dos ensayos independientes. La 
determinación de masa se realizó por carbonización. B) El análisis densitométrico de los 
cromatofolios se realizó con el Gel-Pro® Analyzer 4.0 y se determinó el porcentaje de cada 
fracción lipídica con respecto a los lípidos totales para cada calle. Cada barra representa la 
media ± SEM de determinaciones por triplicado. O: origen; LPC: lisofosfatidilcolina; PC: 
fosfatidilcolina; LPE: lisofosfatidiletanolamina; PE: fosfatidiletanolamina; COL: colesterol; DG: 
Diacilglicerol; AGL: ácidos grasos libres; TG: triacilglicerol; EE: Ésteres de esterol; PLA1 rec: 
Fosfolipasa A1 recombinante de T. cruzi; ns: no significativo estadísticamente significativos 
*p˂0.05 y ***p˂0.001.   
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5- ANTICUERPOS ANTI-FOSFOLÍPIDOS EN LA INFECCIÓN EXPERIMENTAL POR 
T. cruzi 
 
La presencia de los Ac anti-fosfolípidos se ha descripto en infecciones por Treponema 
pallidum y diversos protozoarios [79]. En particular, en la enfermedad de Chagas se 
demostró una asociación entre los Ac anti-T. cruzi y los Ac anti-cardiolipina de isotipo 
IgM e IgG en pacientes crónicos [86] y a la fecha no ha sido descripta la generación de 
Ac dirigidos contra otros fosfolipidos durante el transcurso de la infección con este 
parásito. 
 
5.1-Determinación de anticuerpos anti-fosfolípidos en sueros de ratones 
infectados con T. cruzi cepas RA o K98 
 
Habiendo determinado previamente la composición lipídica de la cepa RA de T. cruzi 
[57] y de la cepa K98 (Figuras 14-16), que la PLA1 parasitaria es capaz de modificar los 
lípidos (Figuras 17-18) y que estos son antígenos relevantes, se evaluó la presencia de 
Ac generados contra diferentes fosfolípidos (PE, LPE, PC y LPC) en sueros de ratones 
infectados con T. cruzi cepas RA o K98 a diferentes dpi.  
En relación a Ac de isotipo IgM, los resultados indican que los sueros provenientes de 
ratones infectados con RA generaron mayores niveles de Ac en fase aguda con respecto 
a K98. Para todos los lípidos analizados los niveles de Ac se incrementaron 
significativamente en la fase crónica con respecto a la aguda y no se observaron 
diferencias significativas entre cepas. Más aún, los mayores niveles de Ac detectados 
para ambas cepas fueron anti-PC (Figura 19).  
Con respecto a Ac de isotipo IgG, los resultados muestran que durante la fase aguda los 
sueros de ratones infectados con RA presentaron mayores niveles de Ac con respecto a 
K98. Durante la fase crónica se incrementaron significativamente los niveles de Ac con 
respecto a la fase aguda para PC, LPC y PE en ambas cepas, mientras que para LPE 
sólo se incrementaron en K98. Más aun, los mayores niveles de IgG detectados fueron 
los anti-PE (Figura 20), siendo estos los únicos que presentaron diferencias significativas 
en sus niveles entre cepas en la fase crónica. 
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Figura 19. Detección de IgM anti-fosfolípidos y anti-lisofosfolípidos en sueros de 
ratones infectados con las cepas RA o K98  
 
 
 
La determinación de los Ac se realizó por ELISA y los resultados se expresaron como la relación 
de absorbancia (A450) del suero de cada ratón infectado y la correspondiente al día cero, ratones 
no infectados (A450 día 0). LPC: Lisofosfatidilcolina; PC: Fosfatidilcolina; LPE: 
Lisofosfatidiletanolamina; PE: Fosfatidiletanolamina; Agudo: sueros de ratones infectados con T. 
cruzi (cepas RA o K98) de 21 a 54 dpi; Crónico: sueros de ratones infectados con T. cruzi (cepas 
RA o K98) de 120 dpi; ns: no significativo; estadísticamente significativo *p˂0.05, **p˂0.01, 
***p˂0.001.  
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Figura 20. Detección de IgG anti-fosfolípidos y anti-lisofosfolípidos en sueros de 
ratones infectados con las cepas RA o K98  
 
 
 
La determinación de los Ac se realizó por ELISA y los resultados se expresaron como la relación 
de absorbancia (A450) del suero de cada ratón infectado y la correspondiente al día cero, ratones 
no infectados (A450 día 0). LPC: Lisofosfatidilcolina; PC: Fosfatidilcolina; LPE: 
Lisofosfatidiletanolamina; PE: Fosfatidiletanolamina; Agudo: sueros de ratones infectados con T. 
cruzi (cepas RA o K98) de 21 a 54 dpi; Crónico: sueros de ratones infectados con T. cruzi (cepas 
RA o K98) de 120 dpi; ns: no significativo; estadísticamente significativo *p˂0.05, **p˂0.01, 
***p˂0.001.   
 
 
 
 
 
 
Cepas: 
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5.2- Determinación de la actividad lítica de los Ac anti-fosfolípidos presentes en 
sueros de ratones infectados con T. cruzi  
 
Es sabido que los Ac anti-T. cruzi tienen un papel importante en el control de la 
parasitemia [90] y dado que demostramos la presencia de Ac anti-fosfolípidos en sueros 
de ratones infectados con T. cruzi, evaluamos si los mismos tenían actividad lítica sobre 
el parásito, pudiendo contribuir en la respuesta inmune humoral contra el mismo. Los 
resultados presentados en la Figura 21 indican que los epimastigotes fueron lisados 
cuando se expusieron a los sueros de ratones infectados con T. cruzi en presencia de 
una fuente externa de complemento (SiTc + C´) y que este efecto disminuyó 
significativamente cuando los sueros se pre-adsorbieron con liposomas de PC/PE   
(SiTc – Ac anti-PL + C´), ya que estos últimos retuvieron los Ac dirigidos contra dichos 
fosfolípidos. Por el contrario, este efecto lítico no se observó al incubar los parásitos con 
los sueros de ratones no infectados en presencia de complemento (SiN + C´). Estos 
resultados sugieren la participación de los Ac anti-fosfolípidos en la actividad lítica 
presente en los sueros de ratones infectados con T. cruzi. 
Figura 21. Actividad lítica de sueros de ratones infectados con T. cruzi sobre 
epimastigotes 
 
Se incubaron 250 μI de epimastigotes (5x105) de T. cruzi cepa RA en PBS + 1% albúmina con 
250 μI de diluciones 1/8 de: sueros inactivados de ratones no infectados (SiN) o sueros 
inactivados de ratones infectados con T. cruzi (SiTc) o sueros inactivados de ratones infectados 
con T. cruzi pre-adsorbidos con liposomas (SiTc – Ac anti-PLs). Los ensayos se realizaron en 
ausencia o en presencia de una fuente externa de complemento (C´) el cual lisó ~ 50% de los 
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parásitos frente a sueros de ratones no infectados, durante 30 min a 28°C. Luego se tomaron 
alícuotas, se mezclaron con igual volumen de paraformaldehído 4% para fijar los parásitos y 
estos se contaron al microscopio en cámara de Neubauer. Los resultados representan la media 
± ESM de determinaciones por triplicado 
 
 
6- ANÁLISIS DEL EFECTO DE LOS EXTRACTOS LIPÍDICOS TOTALES DE 
AMASTIGOTES DE T. cruzi SOBRE RESPUESTA INFLAMATORIA EN 
MACRÓFAGOS 
 
Para establecer el fenotipo de activación macrofágica M1/M2 que podría ser inducido por 
moléculas lipídicas parasitarias, se analizaron en macrófagos peritoneales murinos 
estimulados con los diferentes extractos lípidicos de T. cruzi los siguientes parámetros: 
expresión de NF-B formación de cuerpos lipídicos, expresión de COX-2 y la liberación 
de ON. Se analizó además la expresión y actividad de Arginasa-1, expresión de ARNm y 
secreción de TNF- e IL-10 y la expresión de ARNm de Fizz-1 e YM-1.  
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6.1- Análisis de la viabilidad celular de macrófagos peritoneales estimulados con 
los extractos lipídicos totales de T.cruzi  
 
Con el fin de determinar si los extractos lipídicos totales de amastigotes de T.cruzi tenían 
un efecto citotóxico sobre los macrófagos, se realizó en primer lugar un ensayo de 
viabilidad celular basado en la reducción metabólica del bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-
2-ilo)-2,5difeniltetrazol (MTT) por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa con 
generación de formazán. La capacidad de las células para reducir al MTT constituye un 
indicador de la integridad de las mitocondrias y su actividad funcional es interpretada 
como una medida de la viabilidad celular [155,156]. Los resultados mostraron que 
ninguno de los estímulos lipídicos afectó significativamente la viabilidad celular a la 
concentración utilizada en los ensayos biológicos con macrófagos (Figura 22).  
 
Figura 22. Viabilidad celular de macrófagos estimulados con los extractos lipídicos 
totales de T.cruzi 
 
Los macrófagos fueron estimulados con 50 µg/ml de RA, RAinc, K98 o K98inc; 0.5% EtOH 
(control) ó 300 ng/ml LPS por 24 h. La viabilidad celular se determinó mediante el ensayo del 
MTT. Los resultados se expresan como porcentaje de viabilidad celular con los distintos 
tratamientos respecto al control (EtOH, 100% de viabilidad). Los valores representan la media ± 
ESM de determinaciones por triplicado de tres ensayos independientes. LPS: lipopolisacárido; 
RA: extracto lipídico total de amastigotes de T. cruzi cepa RA; RAinc: extracto lipídico total de 
amastigotes incubados de T. cruzi cepa RA; K98: extracto lipídico total de amastigotes de T. 
cruzi cepa K98; K98inc: extracto lipídico total de amastigotes incubados de T. cruzi cepa K98.  
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6.2- RA y K98 indujeron la formación de cuerpos lipídicos 
 
Es sabido que la infección por T. cruzi induce en macrófagos la formación de cuerpos 
lipídicos, conocidos marcadores estructurales de inflamación [126]. En el presente 
trabajo, demostramos que tanto RA como K98 fueron capaces de inducir la formación de 
cuerpos lipídicos en macrófagos peritoneales murinos con respecto al control (Figura 
23). En el caso de RAinc, la generación de cuerpos lipídicos fue inhibida 
significativamente con respecto al control y al compararlo con RA, se determinó una 
reducción en su número de 4,57 veces (Figura 23A y B). K98inc no tuvo efecto sobre la 
generación de cuerpos lipídicos respecto al control, pero se observó una reducción de 
1,74 veces al compararlo con K98 (Figura 23B). 
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Figura 23. RA y K98 indujeron la formación de cuerpos lipídicos 
 
 
 
Los macrófagos fueron estimulados con 50 µg/ml de RA, RAinc, K98 o K98inc; 0.5% EtOH 
(control) ó 300 ng/mL LPS por 24 h, a 37°C, 5% CO2 y luego teñidos con aceite de rojo O. A) 
Cuerpos lipídicos en macrófagos estimulados con RA o RAinc y células control. B) 
Cuantificación de cuerpos lipídicos en los macrófagos. Cada barra representa la media ± SEM 
de 50 celulas contadas de froma consecutiva de tres ensayos independientes. RA: extracto 
lipídico total de amastigotes de T. cruzi cepa RA; RAinc: extracto lipídico total de amastigotes 
incubados de T. cruzi cepa RA; K98: extracto lipídico total de amastigotes de T. cruzi cepa K98; 
K98inc: extracto lipídico total de amastigotes incubados de T. cruzi cepa K98; LPS: 
lipopolisacárido; estadísticamente significativo * p˂0.05 y ***p˂0.001. 
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6.3- RA y K98 indujeron la expresión de COX-2 
 
Considerando que los cuerpos lipídicos poseen enzimas formadoras de eicosanoides 
como COX-2, investigamos si los extractos lipídicos totales de amastigotes de T. cruzi 
(RA, K98, RAinc y K98inc) eran capaces de inducir la expresión de esta enzima en 
macrófagos peritoneales murinos. Los resultados muestran que tanto RA como K98 
indujeron de manera similar la expresión de COX-2 respecto al control, mientras que 
RAinc y K98inc no la indujeron. Al comparar RAinc vs RA y K98inc vs K98, 
observamos una reducción en los niveles de COX-2 de aproximadamente 3,18 y 2,84 
veces respectivamente (Figura 24A y B). 
 
Figura 24. RA y K98 indujeron la expresión de COX-2 
 
 
 
Los macrófagos se estimularon con 50 µg/ml de RA, RAinc, K98 o K98inc; 0.5% EtOH (control) 
o 300 ng/mL LPS por 24 h a 37°C y 5% CO2. A) La imagen muestra el análisis por inmunoblot de 
la expresión de COX-2 utilizando un anticuerpo primario policlonal específico. Como control de 
carga se determinó la expresión de -actina. La imágen se visualizó por quimioluminiscencia y 
es representativa de tres ensayos independientes. B) Se cuantificó la intensidad de las bandas 
de COX-2 por densitometría y se normalizaron a la intensidad de sus correspondientes bandas 
Resultados 
 
 
124 
 
de -actina. Los resultados representan la media ± ESM de determinaciones por triplicado. RA: 
extracto lipídico total de amastigotes de T. cruzi cepa RA; RAinc: extracto lipídico total de 
amastigotes incubados de T. cruzi cepa RA; K98: extracto lipídico total de amastigotes de T. 
cruzi cepa K98; K98inc: extracto lipídico total de amastigotes incubados de T. cruzi cepa K98; 
LPS: lipopolisacárido; UA: unidades arbitrarias respecto al control; estadísticamente significativo 
***p˂0.001. 
 
 
6.4- RA y K98 indujeron la activación de NF-B  
 
Dado que NF-B es regulado por su inhibidor citoplasmático IB, analizamos por 
inmunoblot la expresión de IB-y de la subunidad p65 de NF-B en el citosol. La 
Figura 25A y B muestra que RA y K98 indujeron en los macrófagos a los 15 min una 
significativa disminución de la expresión de la IB- con respecto al control, sugiriendo la 
activación de la vía de NF-B. En relación a RAinc y K98inc, estos extractos lipídicos no 
activaron NF-B en los tiempos analizados (15 y 30 min) ya que no se observó 
disminución en la expresión de este inhibidor respecto al control. En relación a la 
subunidad p65, en los macrófagos estimulados con RA se observó una significativa 
disminución de su expresión citosólica respecto al control mientras que con K98 esta 
disminución no fue significativa. Al estimular con K98inc y RAinc no se observaron 
diferencias significativas (Figura 25C y D). Estos resultados en conjunto indican que sólo 
RA y K98 fueron capaces de inducir la activación de NF-B, factor de transcripción que 
regula la expresión de genes clave de la respuesta inflamatoria. 
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Figura 25. RA y K98 indujeron la activación de NF-B 
 
 
Los macrófagos fueron estimulados con 50 µg/ml de RA, RAinc, K98, K98inc ó 0.5% EtOH 
(control) por 15 ó 30 min a 37°C y 5% CO2. La expresión de las proteínas IB- (A) y p65 (B) se 
analizaron en los extractos citosólicos por inmunoblot utilizando anticuerpos primarios 
específicos, utilizando -actina como control de carga. Las imágenes se visualizaron por 
quimioluminiscencia y son representativas de dos ensayos independientes. La intensidad de las 
bandas de IB- y p65 se cuantificó por densitometría (B y D) y se normalizaron a la intensidad 
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de sus correspondientes bandas de -actina. Los resultados representan la media ± ESM de 
determinaciones por triplicado. RA: extracto lipídico total de amastigotes de T. cruzi cepa RA; 
RAinc: extracto lipídico total de amastigotes incubados de T. cruzi cepa RA; K98: extracto 
lipídico total de amastigotes de T. cruzi cepa K98; K98inc: extracto lipídico total de amastigotes 
incubados de T. cruzi cepa K98; UA: unidades arbitrarias respecto al control. Estadísticamente 
significativo **p˂0.01; *p˂0.05. ns: no significativo. 
 
6.5- Los extractos lipídicos totales de amastigotes de T. cruzi indujeron 
diferencialmente la producción de TNF- e IL-10 
 
Se ha descripto que durante la etapa inicial de la infección por T. cruzi se genera una 
potente respuesta inflamatoria con producción de citoquinas pro-inflamatorias, tal como 
TNF-. Mientras que la IL-10 disminuye la actividad microbicida de los macrófagos y 
favorece el establecimiento del patógeno, a su vez ayuda a controlar el daño tisular 
producido por una respuesta inmune exacerbada del huésped [99,101]. Por lo tanto, se 
determinó la expresión de ARNm de ambas citoquinas por PCR cuantitativa y la 
secreción de los productos finales por ELISA en macrófagos estimulados con los 
diferentes extractos lipídicos de T. cruzi. 
 
6.5.1- Análisis de la cinética de expresión de ARNm de TNF- e IL-10 por PCR 
cuantitativa en tiempo real 
 
Se procedió a determinar por PCR cuantitativa los niveles de ARNm de ambas 
citoquinas en macrófagos peritoneales murinos estimulados con los distintos extractos 
lipídicos totales de amastigotes de T. cruzi a diferentes tiempos (6 h, 17 h, 24 h y 48 h) a 
fin de establecer su cinética de expresión (Figura 26). Los resultados muestran que se 
produjo un pico máximo de ARNm de TNF- e IL-10 a las 24 h para todos los estímulos 
lipídicos analizados. Con respecto a la expresión del ARNm para TNF-, los mayores 
niveles se observaron al estimular las células con RA, seguido por K98, RAinc y los 
menores niveles con K98inc (Figura 26A). En relación a IL-10, en el pico máximo de 
expresión, se observó que los estímulos lipídicos tuvieron un comportamiento opuesto, 
siendo K98inc el que indujo los mayores niveles, seguido de RAinc, K98 y por último, 
RA (Figura 26B). Cabe destacar, que el análisis a las 24 h pos estímulo mostró una 
diferencia estadísticamente significativa entre RA vs RAinc y K98 vs K98inc tanto para 
TNF-como paraIL-10.  
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Figura 26. Cinética de expresión de ARNm de TNF- e IL-10 en macrófagos 
estimulados con los extractos lipídicos totales de amastigotes de T. cruzi 
 
 
Los macrófagos fueron estimulados con 50 µg/ml de RA, RAinc, K98 o K98inc; 0.5% EtOH 
(control) por 6, 17, 24 y 48 h a 37°C y 5% CO2. La expresión de TNF- fue determinada por PCR 
cuantitativa en tiempo real y expresada en relación a ARNr 18S. Cada punto representa la media 
± ESM de determinaciones por triplicado. Este gráfico es representativo de dos ensayos 
independientes. RA: extracto lipídico total de amastigotes de T. cruzi cepa RA; RAinc: extracto 
lipídico total de amastigotes incubados de T. cruzi cepa RA; K98: extracto lipídico total de 
amastigotes de T. cruzi cepa K98; K98inc: extracto lipídico total de amastigotes incubados de T. 
cruzi cepa K98; UA: unidades arbitrarias respecto al control. Estadísticamente significativo 
**p˂0.01; *p˂0.05.   
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6.5.2- Determinación de TNF- e IL-10 por ELISA    
 
Habiendo determinado la expresión de ARNm de ambas citoquinas en macrófagos 
murinos estimulados con los extractos lipídicos totales de amastigotes de T. cruzi, luego 
se analizó la secreción de las citoquinas por ELISA. La Figura 27A muestra que tanto 
RA como K98 indujeron niveles significativos de TNF- con respecto al control, a 
diferencia de RAinc y K98inc que no tuvieron efecto. La comparación entre RAinc vs 
RA y K98inc vs K98 muestra una reducción en los niveles de esta citoquina de 8,91 y 
11,33 veces respectivamente. Con respecto a IL-10, se observó un resultado inverso 
que para TNF-, dondeRAinc y K98inc mostraron valores de liberación de IL-10 
significativamente mayores que para RA y K98 (11,9 y 2,4 veces mayor 
respectivamente, Figura 27B). 
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Figura 27. Determinación de TNF- e IL-10 por ELISA  
 
 
 
Los macrófagos fueron estimulados con 50 µg/ml de RA, RAinc, K98 o K98inc; 0.5% EtOH 
(control) o 300 ng/mL LPS por 24 h a 37°C y 5% CO2. Los niveles de TNF-α e IL-10 fueron 
determinados por ELISA en los sobrenadantes celulares. Cada barra representa la media ± ESM 
de determinaciones por triplicado de tres ensayos independientes. RA: extracto lipídico total de 
amastigotes de T. cruzi cepa RA; RAinc: extracto lipídico total de amastigotes incubados de T. 
cruzi cepa RA; K98: extracto lipídico total de amastigotes de T. cruzi cepa K98; K98inc: extracto 
lipídico total de amastigotes incubados de T. cruzi cepa K98; LPS: lipopolisacárido; 
estadísticamente significativo *p˂0.05, **p˂0.01 y ***p˂0.001.  
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6.6- RA y K98 estimularon la producción de óxido nítrico 
 
Evaluamos luego si los extractos lipídicos totales de amastigotes de T. cruzi eran 
capaces de estimular en macrófagos peritoneales murinos la producción de ON, una de 
las principales moléculas efectoras con actividad tripanocida. Los resultados indican que 
RA y K98 indujeron una significativa liberación de ON, mientras que RAinc y K98inc no 
estimularon la producción de este factor soluble al comparar con el control. En particular, 
RA y K98 indujeron 1,79 y 1,83 veces mayores niveles de ON con respecto a RAinc y 
K98inc (Figura 28). 
 
Figura 28. RA y K98 estimularon la producción de ON 
 
 
 
Los macrófagos fueron estimulados con 50 µg/ml de RA, RAinc, K98 o K98inc; 0.5% EtOH 
(control) ó 300 ng/mL LPS, en presencia de 600 pg/ml IFN-γ por 24 h a 37°C y 5% CO2. Los 
niveles de ON fueron medidos en los sobrenadantes como la producción de nitritos mediante la 
reacción de Griess. Cada barra representa la media ± ESM de determinaciones por triplicado de 
tres ensayos independientes. RA: extracto lipídico total de amastigotes de T. cruzi cepa RA; 
RAinc: extracto lipídico total de amastigotes incubados de T. cruzi cepa RA; K98: extracto 
lipídico total de amastigotes de T. cruzi cepa K98; K98inc: extracto lipídico total de amastigotes 
incubados de T. cruzi cepa K98; LPS: lipopolisacárido; estadísticamente significativo ***p˂0.001. 
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6.7- RA y K98 aumentaron la expresión y actividad de Arginasa-1 
 
Habiendo determinado la inducción de ON por los distintos extractos lipídicos, 
evaluamos luego el efecto de los mismos sobre la expresión y actividad de Arginasa-1, 
enzima que está asociada a la polarización de macrófagos a M2 y utiliza el mismo 
sustrato (L-arginina) que la iNOS para la generación de ON. En la Figura 29A se observa 
que sólo RA y K98 indujeron la expresión de Arginasa-1 en macrófagos peritoneales 
murinos. El análisis densitométrico de los inmunoblots muestra que RA y K98 indujeron 
mayores niveles de expresión de esta enzima, 2,2 y 3,3 veces respectivamente con 
respecto a RAinc y K98inc (Figura 29B). 
Se evaluó a continuación si los resultados obtenidos para la expresión de Arginasa-1 
tenían una correlacion con su actividad enzimática, la que se determinó a través de la 
medición de la formación de urea. La Figura 29C muestra que sólo RA y K98 indujeron 
actividad Arginasa en macrófagos, mientras que RAinc y K98inc no mostraron 
diferencias significativas respecto al control. La actividad inducida por K98 fue 8,4 veces 
con respecto a K98inc y la inducida por RA fue 5,8 veces con respecto a RAinc.  
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Figura 29. RA y K98 indujeron la expresión y actividad de Arginasa-1 
 
 
Los macrófagos fueron estimulados por 48 h con 50 µg/ml de RA, RAinc, K98 o K98inc; 0.5% 
EtOH (control). A) El análisis por inmunoblot de la expresión de Arginasa-1 y -actina (control de 
carga) son representativos de tres ensayos independientes. Se cuantificó la intensidad de las 
bandas de Arginasa-1 por densitometría y se normalizaron a la intensidad de sus 
correspondientes bandas de -actina. B) Los resultados de producción de urea representan la 
media ± ESM de determinaciones por triplicado. Este ensayo es representativo de tres 
independientes. UA: unidades arbitrarias respecto al control; RA: extracto lipídico total de 
amastigotes de T. cruzi cepa RA; RAinc: extracto lipídico total de amastigotes incubados de T. 
cruzi cepa RA; K98: extracto lipídico total de amastigotes de T. cruzi cepa K98; K98inc: extracto 
lipídico total de amastigotes incubados de T. cruzi cepa K98; estadísticamente significativo 
*p˂0.05, **p˂0.01 y ***p˂0.001. 
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6.8- Análisis por PCR cuantitativa en tiempo real de la expresión de ARNm de Fizz-
1 e YM-1  
 
Dado que los estimulos lipídicos RA y K98 fueron capaces de generar una respuesta 
dual con producción simultánea de ON y actividad Arginasa, se analizaron también los 
marcadores de activación macrofágica alternativa (M2) Fizz-1 e YM-1. 
En relación a Fizz-1 la Figura 30 muestra que RAinc y K98inc indujeron la expresión 
significativamente mayor de este marcador con respecto a RA y K98 (6,5 y 9,3 veces, 
respectivamente). De manera similar, RAinc y K98inc también indujeron la expresión 
significativamente mayor de YM-1 en relación con RA y K98 (2,1 y 1,5 veces, 
respectivamente, Figura 31).  
 
Figura 30. Expresión de ARNm de Fizz-1 en macrófagos estimulados con los 
extractos lipídicos totales de T. cruzi. 
 
Los macrófagos fueron estimulados con 50 µg/ml de RA, RAinc, K98 o K98inc; 0.5% EtOH 
(control) por 48 h a 37°C y 5% CO2. Los niveles de Fizz-1 fueron determinados por Q-RT-PCR y 
expresados en relación a 18S ARNr. RA: extracto lipídico total de amastigotes de T. cruzi cepa 
RA; RAinc: extracto lipídico total de amastigotes incubados de T. cruzi cepa RA; K98: extracto 
lipídico total de amastigotes de T. cruzi cepa K98; K98inc: extracto lipídico total de amastigotes 
incubados de T. cruzi cepa K98; estadísticamente significativo ***p˂0.001. 
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Figura 31. Expresión de ARNm de YM-1 en macrófagos estimulados con los 
extractos lipídicos totales de T. cruzi 
 
 
Los macrófagos fueron estimulados con 50 µg/ml de RA, RAinc, K98 o K98inc; 0.5% EtOH 
(control) por 48 h a 37°C y 5% CO2. Los niveles de YM-1 fueron determinados por Q-RT-PCR y 
expresados en relación a 18S ARNr. RA: extracto lipídico total de amastigotes de T. cruzi cepa 
RA; RAinc: extracto lipídico total de amastigotes incubados de T. cruzi cepa RA; K98: extracto 
lipídico total de amastigotes de T. cruzi cepa K98; K98inc: extracto lipídico total de amastigotes 
incubados de T. cruzi cepa K98; estadísticamente significativo **p˂0.01 y ***p˂0.001. 
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6.9- Nivel de cambio de los parámetros de activación macrofágica 
 
El análisis en conjunto de los diferentes parámetros de polarización macrofágica M1/M2 
aquí determinados, indica que RA y K98 generaron una polarización hacia M1 que se ve 
reflejada en los mayores niveles de cambio de TNF-, óxido nítrico, cuerpos lipídicos y 
COX-2 respecto al control. Por el contrario, RAinc y K98inc indujeron los mayores 
niveles de cambio de Fizz-1, YM-1 e IL-10 respecto al control, promoviendo una 
polarización hacia M2. En relación a la expresión de Arg-1 sólo RA y K98 generaron un 
mayor nivel de cambio respecto al control.  
 
Figura 32. Nivel de cambio de los parámetros de activación macrofágica 
 
 
Los valores para cada uno de los parámetros analizados se encuentran relativizados al valor del 
control (nivel de cambio = 1,00) y están representados en una escala logarítmica en base 10 
utilizando el programa Microsoft Excel 2010. RA: extracto lipídico total de amastigotes de T. cruzi 
cepa RA; RAinc: extracto lipídico total de amastigotes incubados de T. cruzi cepa RA; K98: 
extracto lipídico total de amastigotes de T. cruzi cepa K98; K98inc: extracto lipídico total de 
amastigotes incubados de T. cruzi cepa K98. 
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7- PARTICIPACIÓN DE LOS TLRS EN LA RESPUESTA INFLAMATORIA INDUCIDA 
POR LOS EXTRACTOS LIPÍDICOS TOTALES DE AMASTIGOTES DE T. cruzi 
 
Con el objeto de estudiar si los TLRs participan en la activación de NF-B y la secreción 
de IL-8 generada por los extractos lipídicos totales de amastigotes de T. cruzi, en esta 
sección se describen los resultados de los ensayos con células HEK293A transfectadas 
con diferentes combinaciones de TLRs y estimuladas con RA, K98, RAinc y K98inc. Se 
detallan además los resultados sobre la participación de PPAR en la regulación de la 
activación de NF-B por los mencionados extractos lipídicos. 
7.1- RA y K98 indujeron la activación de NF-B y secreción de IL-8 vía TLR 2-6 
 
Se analizó si RA, K98, RAinc y K98inc eran capaces de inducir la activación de NF-B y 
la secreción de IL-8, así como qué combinaciones de TLRs (TLR 2-6, TLR 2-1 o TLR 4) 
estaban involucradas en dichos procesos. La Figura 33A muestra que todos los 
extractos lipídicos indujeron la activación de NF-B en células HEK y a través del 
heterodímero TLR 2-6 de una manera dosis dependiente. RA y K98 fueron los que 
generaron niveles de activación significativamente mayores respecto a RAinc y K98inc 
(1,60 y 2,98 veces mayor respectivamente). En cambio, cuando las células transfectadas 
con TLR 2-1 o TLR 4 fueron estimuladas con cada extracto lipídico no se observaron 
diferencias en la activación de NF-B con respecto al control aún a la mayor dosis (50 
µg/ml). Los tratamientos con P3C o LPS fueron capaces de activar NF-B, lo que 
confirma la capacidad de respuesta de las células transfectadas (Figura 33B y 33C). 
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Figura 33. RA y K98 produjeron la activación de NF-B a través de TLR 2-6 
 
 
Las células HEK 293A fueron transfectadas con cuatro combinaciones diferentes de constructos 
plasmídicos (TLR 2-6, TLR 2-1, TLR 4 y vector vacío) y luego se estimularon con 0,5, 5 o 50 
µg/ml de RA, RAinc, K98 y K98inc (A) ó 100 ng/ml LPS ó 1 nM P3C ó 10 ng/ml FSL-1 ó 0,5% 
EtOH (control) por 4h a 37°C y 5% CO2. La activación de NF-B fue evaluada a través de la 
determinación de la actividad luciferasa, expresándose mediante el cociente Firefly/Renilla. Las 
figuras (B), (C) y (D) muestran los resultados de la estimulación con la mayor concentración de 
cada extracto lipídico (50 µg/ml). Cada barra representa la media ± ESM de determinaciones por 
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triplicado de tres ensayos independientes. LPS: lipopolisacárido; P3C: Pam3CSK4; FSL-1: 
lipopéptido estimulante de fibroblastos-1; RA: extracto lipídico total de amastigotes de T. cruzi 
cepa RA; RAinc: extracto lipídico total de amastigotes incubados de T. cruzi cepa RA; K98: 
extracto lipídico total de amastigotes de T. cruzi cepa K98; K98inc: extracto lipídico total de 
amastigotes incubados de T. cruzi cepa K98; estadísticamente significativo ***p˂0.001. 
 
En relación con IL-8, se obtuvieron resultados similares a los determinados para la 
activación de NF-B, siendo todos los extractos lipídicos capaces de inducir la liberación 
de esta quimiocina a través de TLR 2-6 y de una manera dosis dependiente. 
Nuevamente, RA y K98 generaron los mayores niveles de liberación de IL-8 respecto a 
RAinc y K98inc (1,40 y 3,50 veces mayor respectivamente, Figura 34A). TLR 2-1 y TLR 
4 no estuvieron involucrados en el reconocimiento de los lípidos (Figura 34B y 34C). Es 
importante destacar que no se observaron diferencias en la activación de NF-B y 
secreción de IL-8 en células transfectadas con el vector vacío y estimuladas con los 
diferentes extractos lipídicos o los ligandos sintéticos de TLRs, con respecto al control 
(Figura 33D y 34D). Esto indica que los resultados obtenidos fueron dependientes de la 
expresión de los TLRs y no mediados por otros receptores presentes en las células 
HEK.  
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Figura 34. RA y K98 produjeron la secreción de IL-8 a través de TLR 2-6 
 
 
Las células HEK 293A fueron transfectadas con cuatro combinaciones diferentes de constructos 
plasmídicos (TLR 2-6, TLR 2-1, TLR 4 y vector vacío) y luego se estimularon con 0,5, 5 o 50 
µg/ml de RA, RAinc, K98 y K98inc (A) ó 100 ng/ml LPS ó 1 nM P3C ó 10 ng/ml FSL-1 ó 0,5% 
EtOH (control) por 20h a 37°C y 5% CO2. Luego se determinó IL-8 en los sobrenadantes 
celulares por ELISA. Las figuras (B), (C) y (D) muestran los resultados de la estimulación con la 
mayor concentración de cada extracto lipídico (50 µg/ml). Cada barra representa la media ± ESM 
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de determinaciones por triplicado de tres ensayos independientes. LPS: lipopolisacárido; P3C: 
Pam3CSK4; FSL-1: lipopéptido estimulante de fibroblastos-1; RA: extracto lipídico total de 
amastigotes de T. cruzi cepa RA; RAinc: extracto lipídico total de amastigotes incubados de T. 
cruzi cepa RA; K98: extracto lipídico total de amastigotes de T. cruzi cepa K98; K98inc: extracto 
lipídico total de amastigotes incubados de T. cruzi cepa K98; estadísticamente significativo 
**p˂0.01 y ***p˂0.001. 
 
7.2- PPAR participa en la regulación de la activación de NF-B por los extractos 
lipídicos totales de amastigotes de T. cruzi 
 
Se ha descripto que PPAR tiene la capacidad de modular por un mecanismo de 
transrepresión la vía de señalización de NF-B implicada en la respuesta pro-
inflamatoria [138,139]. Para estudiar si este receptor nuclear participa en la regulación 
de la activación de NF-B inducida por los extractos lipídicos totales vía TLR 2-6, se 
utilizaron células HEK 293A co-transfectadas con PPAR y TLR 2-6. Los resultados 
muestran que en presencia de PPAR se produjo una disminución significativa de la 
activación de NF-B inducida por todos los extractos lipídicos de amastigotes de T.cruzi 
(Figura 35), indicando que este receptor participa en la regulación de la activación de 
NF-B. 
 
  
Resultados 
 
 
141 
 
Figura 35. PPAR disminuyó la activación de NF-B generada por los extractos 
lipídicos totales de amastigotes de T. cruzi vía TLR 2-6 
 
 
Las células HEK 293A fueron transfectadas con dos combinaciones diferentes de constructos 
plasmídicos (TLR 2-6 y TLR 2-6+PPAR) y luego se estimularon con 50 µg/ml de RA, RAinc, 
K98 y K98inc ó 10 ng/ml FSL-1 ó 0,5% EtOH (control) por 4 h a 37°C y 5% CO2. La activación 
de NF-B fue evaluada a través de la determinación de la actividad luciferasa, expresándose 
mediante el cociente Firefly/Renilla. Cada barra representa la media ± ESM de determinaciones 
por triplicado de tres ensayos independientes. FSL-1: lipopéptido estimulante de fibroblastos-1; 
RA: extracto lipídico total de amastigotes de T. cruzi cepa RA; RAinc: extracto lipídico total de 
amastigotes incubados de T. cruzi cepa RA; K98: extracto lipídico total de amastigotes de T. 
cruzi cepa K98; K98inc: extracto lipídico total de amastigotes incubados de T. cruzi cepa K98; 
estadísticamente significativo *p˂0.05, **p˂0.01, ***p˂0.001. 
 
Con respecto a IL-8, los resultados demostraron que la secreción de de esta quimiocina 
inducida por todos los extractos lipídicos de amastigotes de T.cruzi, se redujo 
significativamente en presencia de PPAR (Figura 36) indicando que este participa en la 
regulación de la producción de IL-8.
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Figura 36. PPAR disminuyó la secreción de IL-8 generada vía TLR 2-6 
 
 
Las células HEK 293A fueron transfectadas con dos combinaciones diferentes de constructos 
plasmídicos (TLR 2-6 y TLR 2-6 + PPAR) y luego se estimularon con 50 µg/ml de RA, RAinc, 
K98 y K98inc ó 10 ng/ml FSL-1 ó 0,5% EtOH (control) por 20 h a 37°C y 5% CO2. Los niveles de 
IL-8 se midieron en los sobrenadantes celulares por ELISA. Cada barra representa la media ± 
ESM de determinaciones por triplicado de tres ensayos independientes. FSL-1: lipopéptido 
estimulante de fibroblastos-1; RA: extracto lipídico total de amastigotes de T. cruzi cepa RA; 
RAinc: extracto lipídico total de amastigotes incubados de T. cruzi cepa RA; K98: extracto 
lipídico total de amastigotes de T. cruzi cepa K98; K98inc: extracto lipídico total de amastigotes 
incubados de T. cruzi cepa K98; ns: no significativo; estadísticamente significativo ***p˂0.001. 
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PARTE A: PARTICIPACIÓN DE LA PLA1 DE T. cruzi EN LA RESPUESTA 
INFLAMATORIA EN MACRÓFAGOS 
 
En trabajos previos de nuestro laboratorio hemos demostrado la importancia de la PLA1 
de T. cruzi como un nuevo factor de virulencia ya que participa en los mecanismos de 
señalización que preceden en la invasión de este parásito a la célula huésped [51,59]. 
Con el objeto de profundizar el conocimiento de la interacción de PLA1-célula huésped, 
en esta tesis se utilizó la PLA1 recombinante de T. cruzi como herramienta para estudiar 
el efecto de esta enzima per se sobre la activación de macrófagos, así como para 
detectar Ac anti-PLA1 en sueros de ratones infectados con T. cruzi. 
 
1- Clonado y expresión de PLA1 de T. cruzi en sistema eucariota baculovirus-
células de insecto 
 
La obtención de PLA1 nativa de T. cruzi a partir de los diferentes estadios parasitarios es 
laboriosa y de bajo rendimiento [51,57], por lo cual el clonado de su gen proporciona una 
herramienta atractiva para la obtención de la enzima de forma recombinante. 
Previamente en nuestro laboratorio clonamos y expresamos en sistema procariota la 
PLA1 de T. cruzi, la cual se acumuló principalmente en cuerpos de inclusión [59]. En 
concordancia, se ha descripto en Polybia paulista que la expresión en sistema procariota 
de la PLA1, uno de los alérgenos de su veneno, conduce a su acumulación en cuerpos 
de inclusión, presentando un plegado inadecuado y ausencia de actividad enzimática, 
proponiéndose el uso de sistemas eucariotas para evitar estos inconvenientes [163]. La 
obtención de proteínas recombinantes en sistema eucariota de baculovirus-células de 
insecto presenta ventajas ya que permite que las mismas posean modificaciones 
postraduccionales tales como aquellas que permitan el reconocimiento de péptidos 
señal, glicosilación, fosforilación, acilaciones, carboximetilaciones, etc. En este sentido, 
ha sido descripta la expresión de la PLA1 recombinante de Vespula vulgaris en sistema 
de baculovirus-células de insecto, obteniéndose la enzima soluble y secretada al medio 
extracelular [164]. En base a estos antecedentes, en la presente tesis se realizó la 
expresión de la PLA1 de T. cruzi en sistema eucariota baculovirus-células de insecto, 
obteniendo la enzima activa, con características bioquímicas similares a las ya 
descriptas para la nativa: actividad óptima a pH 5 e independencia de cationes 
bivalentes [57]. 
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Considerando que en trabajos previos demostramos que la PLA1 de los estadios 
infectivos de T. cruzi es secretada al medio extracelular [51] y que las células de insecto 
realizan el procesamiento de péptidos señal, en esta tesis se clonó la secuencia 
completa de dicha enzima [59], que conservó el péptido señal, con la finalidad de 
obtener la misma de forma secretada. Si bien se utilizaron 3 tipos diferentes de células 
de insecto, incluyendo la línea High-Five con capacidad de mejorar el rendimiento en la 
expresión de proteínas secretadas, la actividad y expresión de PLA1 secretada fue baja, 
por lo que se purificó la enzima directamente desde los homogenatos de las células Sf9, 
donde se obtuvieron los mayores niveles de expresión (Figura 5). 
Otra de las ventajas de utilizar dicho sistema de expresión es la obtención de proteínas 
recombinantes glicosiladas, característica importante para la PLA1 recombinante de T. 
cruzi ya que así se asemeja aún más a la enzima nativa, que es una glicoproteína [57]. 
En consecuencia, en esta tesis se utilizó a la PLA1 recombinante de T. cruzi como 
antígeno sensibilizante para el desarrollo de un ELISA, lo que permitió analizar la 
presencia de Ac anti-PLA1 en sueros de ratones infectados durante el transcurso de la 
infección con T. cruzi. En este sentido, otros autores han utilizado una PLA1 
recombinante de V. vulgaris expresada en un sistema de baculovirus-células de insecto 
Sf9, para determinar por ELISA la sensibilidad a venenos de avispas en pacientes 
alérgicos [164].  
 
2- Detección de Ac anti-PLA1 en sueros de ratones infectados con T. cruzi cepas 
RA o K98 
 
En trabajos previos de nuestro laboratorio se determinó la presencia de Ac anti-PLA1 en 
sueros de ratones infectados con las cepas de T. cruzi RA, K98 y CvD (obtenidos en su 
correspondiente pico de parasitemia), por inmunoblot utilizando como antígeno a la PLA1 
recombinante de T. cruzi expresada en sistema procariota. Dichos anticuerpos fueron 
capaces de modular la actividad de la PLA1 parasitaria, así como de inhibir la invasión de 
células no fagocíticas [59]. En esta tesis se determinó por ELISA, una respuesta humoral 
diferencial dirigida contra la PLA1 de T. cruzi en sueros de ratones infectados con las 
cepas RA o K98, hecho que podría atribuirse a diferencias en los picos de parasitemia, 
tropismo tisular y UDTs de las mismas [25,26,28,30]. Más aun, el incremento de las IgG 
anti-PLA1 aquí detectado en la fase crónica de la infección para ambas cepas sugiere 
que podrían actuar como Ac neutralizantes y contribuir al control de la parasitemia por 
parte del hospedero. En relación a esto, se ha descripto la presencia de anticuerpos 
neutralizantes dirigidos contra trans-sialidasa, otro antígeno relevante, en la fase crónica 
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de la infección murina con T. cruzi cepas RA o K98 [165]. Estudios posteriores nos 
permitirán establecer una relación entre los Ac anti-PLA1 y la reducción de la parasitemia 
con el fin de incluir este antígeno en alguna estrategia inmunoprofiláctica para el control 
de la enfermedad de Chagas. 
 
3- Efecto de la PLA1 recombinante de T. cruzi sobre macrófagos 
 
Diversas PLAs derivadas de patógenos tienen la capacidad de modular la respuesta 
inmune y participan en la remodelación de lípidos y la eliminación de metabolitos 
generados durante la replicación del patógeno [166]. En esta tesis se demostró que la 
PLA1 recombinante de T. cruzi estimuló en macrófagos una respuesta pro-inflamatoria 
con liberación de ON, TNF- y expresión de COX-2 (Figuras 11 a 13). En concordancia 
con estos resultados, se ha descripto que la PLA1 del veneno de V. vulgaris estimula la 
producción de mediadores inflamatorios [167]. En T. cruzi, se ha descripto que las 
vesículas extracelulares que libera el parásito contienen factores de virulencia como 
glicoproteínas de la superfamilia gp85/trans-sialidasa y mucinas, las que inducen TNF-, 
IL-6 y ON vía TLR2 [168]. Estos autores también sugieren que otras moléculas como por 
ejemplo cruzipaina podrían estar involucradas en la capacidad inmunomoduladora de 
estas vesículas. Considerando que la PLA1 de T. cruzi está presente en la membrana 
celular de los estadios infectivos y que es secretada al medio extracelular, esta enzima 
también podría estar presente en dichas vesículas y contribuir en el efecto 
inmunomodulador de las vesículas. Es importante destacar que a la fecha la bibliografía 
en relación al efecto de las PLA1 sobre macrófagos es escasa, en contraste con la 
disponible para las PLA2 de diferentes organismos, de las que se conoce su efecto pro-
inflamatorio sobre macrófagos [169,170].  
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PARTE B: ESTUDIO DE LOS EXTRACTOS LIPÍDICOS TOTALES DE AMASTIGOTES 
DE T. cruzi Y SU PARTICIPACIÓN EN LA RESPUESTA INFLAMATORIA EN 
MACRÓFAGOS 
 
En la presente tesis se analizó por primera vez la composición de los extractos lipídicos 
totales de amastigotes de T. cruzi de las cepas RA y K98, pertenecientes a diferentes 
UDTs y con comportamiento biológico polar [25,26,28]. Se analizó además el efecto 
biológico de dichos extractos en relación a la inducción de parámetros M1/M2 en 
macrófagos, así como la participación en dichos procesos de los TLRs, receptores de la 
inmunidad innata claves en el reconocimiento de microorganismos. 
 
4- Análisis de la composición lipídica de amastigotes de T. cruzi 
 
Los lípidos determinan propiedades estructurales y fisiológicas de las membranas 
biológicas por lo que cambios en su composición provocan modificaciones funcionales 
en las mismas [171]. En relación a T. cruzi, trabajos previos de nuestro grupo 
demostraron que las modificaciones lipídicas contribuyen a la adaptación del parásito al 
medio así como a su diferenciación [172,173].  
El análisis de la composición lipídica de los amastigotes de T. cruzi cepas RA y K98 
demostró que los fosfolípidos más abundantes fueron PC y PE, en concordancia a lo ya 
determinado para las cepas Tulahuen e Y [174,175]. En relación a las diferencias 
observadas en la composición lipídica de RA vs. RAinc y K98 vs. K98inc, los ensayos 
realizados tanto con PLA1 recombinante de T. cruzi (Figura 18) como con el inhibidor 
específico clorpromazina (Figura 17) indicaron que la principal responsable de la 
hidrólisis de PC y PE y del aumento simultáneo de los AGL post-incubación de los 
amastigotes fue la PLA1 nativa de T. cruzi. Por consiguiente, esta enzima tendría un 
papel importante en relación a la respuesta inflamatoria inducida por los ya mencionados 
extractos lipídicos totales. Más aun, dado que en trabajos previos demostramos que la 
PLA1 nativa posee también actividad lisofosfolipasa A, la disminución en el contenido de 
lisofosfolípidos aquí detectada en RAinc y K98inc podría atribuirse a dicha actividad, ya 
que durante la incubación de los parásitos lisados no se utilizaron inhibidores de 
lisofosfolipasas A [57,59]. 
Con respecto a los ácidos grasos, moléculas lipídicas bioactivas presentes en todos los 
extractos lipídicos de T. cruzi aquí analizados, los principales fueron el ácido palmítico 
(16:0) y el ácido esteárico (18:0), moléculas de 16 y 18 átomos de carbono, de manera 
similar a lo demostrado para las cepas Tulahuen e Y, si bien presentaron variaciones en 
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el grado de insaturación [171,174,175]. Dado que la composición lipídica es dinámica y 
que los ácidos grasos participan en la adaptación al medio en que se encuentra el 
parásito [171,173], estas variaciones podrían atribuirse a que las cepas de T. cruzi 
utilizadas y las condiciones de cultivo fueron diferentes.  
 
5- Detección de Ac anti-fosfolipidos en sueros de ratones infectados con T. cruzi 
cepas RA o K98 
 
Durante el desarrollo del ciclo de vida de T. cruzi en el mamífero, la liberación de 
parásitos de la célula huésped podría exponer antígenos lipídicos de la misma o del 
parásito tales como PC y PE, estimulando la generación de Ac anti-fosfolípidos. La 
presencia de dichos Ac ya ha sido descripta en infecciones causadas por otros 
Tripanosomátidos así como en Babesia bovis y Plasmodium falciparum 
[86,153,176,177]. En la presente tesis se demuestra por primera vez la presencia de IgM 
e IgG anti-PC, anti-PE, anti-LPC y anti-LPE en sueros de ratones infectados con T. cruzi 
cepas RA o K98 (Figuras 19 y 20). Más aun, la presencia de IgM e IgG anti-fosfolípidos 
fue detectada en ambas fases de la infección murina así como la actividad lítica de 
dichos Ac (Figura 21). A la fecha sólo había sido descripta la presencia de IgM e IgG 
dirigidos contra el lípido cardiolipina en la infección por este patógeno [86] y la aparición 
de Ac anti-fosfolípidos durante el curso de la infección experimental de conejos con 
cepas letales y no letales de Trypanosoma rhodesiense, los que reaccionaban con 
liposomas conteniendo PC, PI, fosfatidilinositol fosfato o cardiolipina [177]. 
 
Los presentes resultados nos permiten sugerir que, de manera similar a lo propuesto 
para los Ac anti-PLA1, la generación de Ac anti-fosfolípidos podría contribuir también al 
control de la parasitemia en el huésped ya que es conocida la capacidad de IgM e IgG 
como Ac fijadores de complemento. 
 
6- Efecto de los extractos lipídicos totales de amastigotes de T. cruzi sobre la 
activación de macrófagos 
 
Los macrófagos, células clave de la inmunidad innata, contribuyen al control de la 
replicación de T. cruzi a través de la generación de factores solubles, tales como 
citoquinas y mediadores inflamatorios [89]. Respecto a la relación entre la composición 
de los extractos lipídicos aquí analizados y su efecto sobre la activación macrofágica, si 
bien RA y K98 presentaron diferencias significativas en el contenido de PC, PE y ácidos 
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grasos totales, ambos extractos lipídicos indujeron una respuesta pro-inflamatoria 
similar. Por el contrario, en Babesia bovis hemos demostrado previamente que los 
lípidos de dos cepas de este patógeno bovino que presentaban diferencias en su 
composición lipídica y comportamiento biológico polar, indujeron respuestas 
inflamatorias diferenciales [154,178,179]. En relación al efecto producido por RAinc y 
K98inc, con estos extractos observamos la pérdida de la respuesta pro-inflamatoria 
determinada para RA y K98. Estas diferencias podrían atribuirse a los cambios 
cuantitativos detectados en las fracciones de AGL, fosfolípidos y lisofosfolípidos de 
RAinc y K98inc con respecto a RA y K98 (Figura 14 y 17).  
 
El factor de transcripción NF-B regula la expresión de una amplia variedad de genes 
que desempeñan roles críticos en la respuesta inmune innata como por ejemplo 
citoquinas (TNF, IL-6, IL-1, IL-12), moléculas de adhesión, enzimas inducibles (iNOS y 
COX-2) y cuerpos lipídicos [180]. Aquí demostramos que RA y K98 indujeron en 
macrófagos la activación de NF-B (Figura 25) así como de parámetros regulados por el 
mismo: formación de cuerpos lipídicos (Figura 23), expresión de COX-2 (Figura 24) y 
secreción de ON y TNF-(Figuras 27 y 28). La ausencia de la inducción de estos 
parámetros por RAinc y K98inc podría deberse a la pérdida de moléculas lipídicas con 
acción pro-inflamatoria y/o a la presencia de otras con acción anti-inflamatoria. En este 
sentido, durante la infección por T. cruzi se ha descripto en macrófagos el incremento de 
la formación de cuerpos lipídicos y expresión de COX-2 [124] así como la producción de 
TNF-, el cual provee una señal autócrina con la resultante amplificación de la 
producción de ON [13,89]. 
 
La excesiva activación de la inmunidad innata conduce a una producción descontrolada 
de citoquinas y mediadores pro-inflamatorios por los macrófagos, que puede resultar en 
una variedad de procesos patológicos y enfermedades autoinmunes [181,182]. Por lo 
tanto, es necesaria la existencia en T. cruzi de un fino equilibrio entre el control de la 
multiplicación del parásito y la intensidad de la respuesta inflamatoria. En este sentido, 
los macrófagos alternativamente activados (M2) proveerían un ambiente favorable en 
donde los parásitos se pueden multiplicar y diseminar [183]. RA y K98 indujeron un 
mayor aumento de los marcadores de activación macrofágica M1 (TNF- y ON) mientras 
que RAinc y K98inc estimularon una mayor producción de los M2 (IL-10, YM-1 y FIZZ-
1), por lo que los extractos lipídicos totales de T. cruzi contribuirían diferencialmente a la 
polarización macrofágica descripta en la enfermedad de Chagas (Figura 32) [161]. De 
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manera similar, Penas y col. demostraron el incremento de los marcadores M2 IL-10, 
YM-1, Arginasa-1, TGF-y receptor de manosa, durante la infección con T. cruzi cepa 
RA, en simultáneo con la generación de una respuesta pro-inflamatoria [184]. El hecho 
que RA y K98 estimularon la producción simultánea de ON y Arginasa nos permite 
sugerir que la activación de la vía de Arginasa permitiría controlar los efectos nocivos del 
ON sobre el huésped. En este sentido, en la infección murina con T. cruzi cepa Y se ha 
descripto la expresión simultánea de iNOS y Arginasa-1, en células monocíticas 
infiltrantes de corazón, siendo dichas células mieloides supresoras capaces de contribuir 
al control de la miocarditis chagásica aguda [185,186]. Otros autores en cambio, han 
descripto que la cruzipaina, factor de virulencia y principal serín proteasa parasitaria, 
genera una activación alternativa de macrófagos con producción de IL-10, TGF- y 
actividad Arginasa, sin producción de ON ni de IL-12 [183]. Con respecto a IL-10, aquí 
demostramos que K98inc y en menor medida RAinc estimularon la secreción de esta 
citoquina reguladora de la respuesta inmune la que, junto con otros factores, contribuiría 
a evitar el daño de una respuesta pro-inflamatoria exacerbada en el hospedero. En 
pacientes infectados con T. cruzi se describió una correlación entre la fase crónica 
asintomática y niveles aumentados de esta citoquina, mientras que pacientes con 
cardiopatía chagásica crónica poseen niveles incrementados de la citoquina pro-
inflamatoria TNF- [103]. Durante la fase crónica asintomática se evidencia que la 
respuesta inflamatoria persiste, pero de forma más regulada. Se han propuesto diversos 
mecanismos para la modulación de la respuesta inflamatoria, como la escasa 
producción de IFN- y TNF- [187,188] y la alta producción de IL-10 por monocitos [102] 
así como la presencia de células T reguladoras y macrófagos con activación alternativa 
[189,190]. 
 
7- Moléculas lipídicas bioactivas presentes en los extractos extractos lipídicos 
totales de amastigotes de T. cruzi 
 
En relación a las moléculas lipídicas de T. cruzi que presentaron variaciones 
cuantitativas en los distintos extractos aquí analizados y que se ha descripto que poseen 
actividad biológica, los lisofosfolípidos y los ácidos grasos libres podrían ser en parte 
responsables de los efectos observados en los ensayos de activación macrofágica. 
 
Los lisofosfolípidos, mediadores en las vías sintéticas de diversos componentes de las 
membranas biológicas, pueden actuar también como moléculas señalizadoras [191].T. 
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cruzi sintetiza al menos cinco especies diferentes de LPC y se ha demostrado que en 
particular sn-1 C18:1 (D9)-LPC puede promover la agregación plaquetaria en conejos 
[192]. RA y K98 podrían también poseer esta molécula bioactiva, la cual sería 
degradada por la actividad lisofosfolipasa que posee la PLA1, hallándose por 
consiguiente, en menores cantidades en RAinc y K98inc. Esta diferencia en los niveles 
de LPC entre los extractos podría explicar en parte la menor actividad pro-inflamatoria 
que presentaron RAinc y K98inc, ya que en los últimos años se han incrementado las 
publicaciones que sugieren que LPC participa en la regulación de la respuesta inmune 
celular y la progresión de enfermedades crónicas [193,194]. Se ha propuesto además 
que LPC es una molécula con actividad dual, capaz de desencadenar un fenotipo pro-
inflamatorio así como de inducir un fenotipo anti-inflamatorio en macrófagos 
[73,74,195,196].  
 
En relación a los ácidos grasos, los principales presentes en los extractos lipídicos de T. 
cruzi aquí analizados fueron el ácido palmítico y el esteárico. Es sabido que el ácido 
esteárico posee efecto anti-inflamatorio [67,197], por lo que su incremento significativo 
en RAinc y K98inc podría contribuir al aumento de los parámetros anti-inflamatorios 
inducidos por estos extractos (Figura 16). En relación al ácido palmítico, se ha descripto 
que posee efecto pro-inflamatorio [66,198,199] lo que sugiere que podría ser una de las 
moléculas bioactivas presentes en RA y K98 que contribuyen al efecto global pro-
inflamatorio de estos extractos. Si bien la proporción de este ácido graso no varía 
significativamente en RAinc y K98inc, con respecto a RA y K98, su contribución al 
efecto global de dichos extractos podría estar condicionada por el incremento de otras 
moléculas bioactivas con efectos antagónicos o bien por la disminución de moléculas 
pro-inflamatorias. En Plasmodium falciparum se ha descripto que la fracción lipídica 
conteniendo los ácidos grasos mirístico, palmítico, palmitoleico y pentadecaenoico fue 
capaz de inhibir en macrófagos la producción de TNF- inducida por GPIs parasitarios. 
Estos ácidos grasos podrían liberarse durante la ruptura de los eritrocitos parasitados y 
tener un efecto regulatorio sobre la respuesta pro-inflamatoria del huésped [200].Se 
describió además que una fracción aislada de T. gondii conteniendo los ácidos mirístico 
y palmítico redujo la producción de TNF- inducida por GPIs, a través de la inhibición de 
la vía de señalización de NF-B [201]. La presencia de otros ácidos grasos en pequeñas 
cantidades, así como de otros fosfolípidos y/o lisofosfolípidos en los extractos lipídicos 
totales, también podría contribuir al efecto global observado con cada uno de ellos. 
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8- Participación de los TLRs en la respuesta inflamatoria inducida por los 
extractos lipídicos totales de amastigotes de T. cruzi 
 
Diversos miembros de la familia de los TLRs tales como TLR 1, TLR 2, TLR 4 y TLR 6 
han sido implicados en el reconocimiento de los lípidos de microorganismos [105,111]. 
En esta tesis demostramos que el heterodímero TLR 2-6 participa en el reconocimiento 
de todos los extractos lipídicos de T. cruzi (RA, RAinc, K98 y K98inc), pero no así TLR 
2-1 ni TLR 4.  
Con respecto a los ligandos conocidos de T. cruzi que interaccionan con la célula 
huésped vía TLR 2-6, a la fecha no habían sido descriptas moléculas de naturaleza 
exclusivamente lipídica, sin embargo, es sabido que los glicolípidos complejos tales 
como las anclas GPI de mucinas de tripomastigotes, especialmente aquellos con ácido 
graso insaturado en la posición sn-2, inducen in vitro producción de citoquinas pro-
inflamatorias [47]. Por otra parte, se ha descripto que LPCs sintéticas señalizan a través 
de TLR 2 y TLR 4 y que la LPC derivada de Schistosoma mansoni lo hace a través de 
TLR2 [72,74]. Estos hallazgos nos permiten sugerir que la LPC presente en RA y K98, 
así como en RAinc y K98inc pero en menor cantidad, podría contribuir a la estimulación 
de TLR 2-6 (Figuras 33 y 34). Los ácidos grasos podrían también ser ligandos de TLR y 
sus cambios cuantitativos en los diferentes extractos de T. cruzi aquí analizados podrían 
contribuir al efecto global de la respuesta inflamatoria inducida por cada extracto. En 
este sentido, se ha descripto que los ácidos grasos libres pueden activar TLR 4 y TLR 2 
dimerizado con TLR 1 o TLR 6 [202]. Además, se ha demostrado que el ácido palmítico 
induce la liberación de la citoquina pro-inflamatoria IL-1 mediante un mecanismo 
dependiente de TLR 2 en monocitos humanos [203] Otros ácidos grasos presentes en 
los extractos en menor cantidad fueron el ácido láurico (12:0) que puede activar TLR 4, 
TLR 2-1 ó TLR 2-6 y el ácido mirístico (14:0) que activa TLR 4 con la resultante 
inducción de una respuesta pro-inflamatoria [65,202]. Estos ácidos grasos se encuentran 
disminuidos en K98inc y RAinc (con respecto a K98 y RA respectivamente) lo cual 
podría contribuir con el efecto modulador de estos extractos sobre la respuesta inmune. 
Futuros estudios nos permitirán determinar las especies de LPC asi como qué ácidos 
grasos presentes en dichos extractos, contribuyen en la inmunomodulación a través de 
TLR 2-6.  
 
Es sabido que en las vías que involucran el reconocimiento por TLRs se activan muchos 
factores de transcripción tal como NF-B [204] y se ha descripto que el mismo se activa 
durante la infección con T. cruzi de cardiomiocitos murinos [205]. En la presente tesis, 
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demostramos en células HEK que todos los extractos lipídicos de T. cruzi activaron NF-
B, específicamente a través de TLR 2-6, con la resultante liberación de IL-8, principal 
quimioatractante de neutrófilos. Más aun, determinamos en macrófagos peritoneales 
murinos estimulados con RA o K98 la activación de NF-B junto a la producción de 
parámetros inflamatorios regulados por dicho factor de transcripción como TNF-, ON, 
cuerpos lipídicos y COX-2 (Figuras 23 a 28), hecho que fortalece la hipótesis de la 
participación de los receptores TLR en dichos procesos. En este sentido, se ha descripto 
la participación de TLR 2 en el aumento de la formación de cuerpos lipídicos en 
macrófagos infectados por T. cruzi [124]. En relación a moléculas lipídicas que podrían 
estar activando este factor, se ha descripto que LPC promueve en células endoteliales la 
expresión de la quimiocina pro-inflamatoria IL-8 a través de NF-B [195]. Por otra parte, 
el hecho de que RAinc y K98inc indujeran una activación significativamente menor de 
NF-B y secreción de IL-8 y que además estos extractos posean perfiles lipídicos 
diferentes con respecto a RA y K98, sugiere nuevamente la disminución de algún 
componente pro-inflamatorio y/o la generación de algún compuesto con efecto anti-
inflamatorio. 
 
Uno de los mecanismos de control que interfiere con la activación de NF-B involucra al 
receptor nuclear PPAR [206]. En esta tesis determinamos que PPARinhibió la 
activación de este factor de transcripción en células HEK (Figura 35) así como la 
secreción de IL-8 (Figura 36), ambos parámetros inducidos por los diferentes extractos 
lipídicos de T. cruzi, sugiriendo la participación de PPAR en la regulación de NF-B. En 
este aspecto, los ácidos linoleico y araquidónico están presentes en los extractos 
lipídicos de T. cruzi (Figura 16) y se ha descripto que son ligandos de PPAR que 
participan en la modulación de la respuesta inflamatoria en macrófagos al inhibir la 
expresión de genes relacionados con inflamación [138]. Más aun, el ácido 
docosahexaenoico (22:6), también presente en los mencionados extractos lipídicos 
(Figura 16), induce la activación de PPAR y consecuente inhibición de la activación de 
NF-B, siendo este uno de los mecanismos de acción anti-inflamatoria descriptos para 
los ácidos grasos poliinsaturados [206].  En relación a T. cruzi se ha determinado que 
los agonistas de PPARfueron capaces de inhibir la activación de NF-B y la 
consecuente expresión de parámetros pro-inflamatorios durante el transcurso de la 
infección murina [184]. Asimismo, durante la infección por T. cruzi, los marcadores de 
activación alternativa M2 se incrementaron aún más al estimular con prostaglandina J2, 
ligando natural de PPAR, proponiendo que los ligandos de PPAR podrían utilizarse 
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como coadyuvantes del tratamiento antiparasitario de la enfermedad de Chagas 
[161,184,207].  
 
Los presentes resultados en conjunto, ponen de manifiesto el papel discriminatorio de 
los TLRs en el reconocimiento de moléculas de naturaleza lipídica derivadas de T. cruzi, 
con la consiguiente activación de vías de transducción de señales en las que participa el 
factor nuclear NF-B y que es regulado por PPAR durante el desarrollo de una 
respuesta inflamatoria. 
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Los resultados que surgen del desarrollo de esta tesis permiten concluir que: 
Parte A 
• La expresión de la PLA1 recombinante de T. cruzi en el sistema eucariota 
baculovirus-células de insecto permitió la obtención de la enzima activa y con 
características bioquímicas similares a las de la enzima nativa. 
• Se determinó que durante el transcurso de la infección murina con las cepas RA y 
K98 de T. cruzi se generaron anticuerpos anti-PLA1, los que podrían contribuir al 
control de la parasitemia 
• Se determinó que la PLA1 recombinante de T. cruzi indujo per se una respuesta 
pro-inflamatoria en macrófagos. 
Parte B 
• Al analizar los extractos lipídicos RA vs RAinc y K98 vs K98inc se determinaron  
diferencias cuantitativas en su composición, con marcada disminución de 
fosfolípidos y lisofosfolípidos y aumento concomitante de AGL. 
• Se confirmó que la PLA1 de T. cruzi participa en la modificación de los extractos 
lipídicos de amastigotes con generación de moléculas lipídicas bioactivas. 
• Se determinó la presencia de Ac anti-fosfolípidos de isotipos IgM e IgG durante el 
transcurso de la infección murina con las cepas RA y K98 de T. cruzi, los que 
presentaron actividad lítica, pudiendo contribuir al control de la parasitemia. 
• Se comprobó que RA y K98 fueron capaces de inducir parámetros M1 asociados 
a una respuesta pro-inflamatoria, que controlaría al parásito en el huésped, 
mientras que RAinc y K98inc estimularon parámetros M2 relacionados con una 
respuesta anti-inflamatoria, que evitaría una respuesta inmune exacerbada, 
favoreciendo la persistencia parasitaria. Estos hallazgos contribuirían a 
profundizar los conocimientos sobre los mecanismos implicados en la modulación 
de la respuesta inmune inducida por T. cruzi. 
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• Se determinó la participación de TLR 2-6 en la respuesta inflamatoria inducida por 
los extractos lipídicos totales (RA, RAinc, K98 y K98inc) y la contribución de 
PPAR en la regulación de NF-B. 
 
En los últimos años, diversos estudios se han enfocado en la identificación y 
caracterización de PAMPs de T. cruzi con el objeto de obtener nuevos agonistas de 
TLRs como posibles moléculas adyuvantes en una nueva generación de vacunas. Por lo 
tanto, el estudio de moléculas de naturaleza lipídica de T. cruzi como potenciales 
moléculas con efecto inmunomodulador contribuiría en la identificación de candidatos 
para ser incluidos en abordajes terapéuticos o estrategias inmunoprofilácticas, dado que 
a la fecha no hay vacunas efectivas contra la enfermedad de Chagas. 
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MODELO PROPUESTO 
A 
  
B 
 
En la imagen A, se resumen los parámetros de respuesta inflamatoria inducidos por RA 
y K98, mientras que en la imagen B, se detallan los parámetros inducidos por RAinc y 
K98inc descriptos en esta tesis. Las flechas verdes se relacionan con los mecanismos 
que participan en la inducción de parámetros pro-inflamatorios, mientras que las 
flechas magenta se relacionan con aquellos implicados en la inducción de parámetros 
anti-inflamatorios. 
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